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1 EINLEITUNG 
 
Bei dem Rinderkokzid Eimeria bovis handelt es sich um einen Protozoen, der systematisch 
bei der Familie Eimeriidae zum Stamm Apicomplexa eingeordnet wird. Als Hauptwirt von 
E. bovis gilt das Rind (Bos prigeminus taurus) (Levine und Ivens, 1970). Als weitere 
natürliche Wirte wurden beschrieben: das Zebu (Bos indicus) (Levine und Ivens, 1970), der 
Wasserbüffel (Bubalus bubalis) (Bhatia et al., 1968), der Wisent (Bison bonanus) und der 
Banteng (Bibos banteng) (Yamikoff, 1935). 
Eimeria-Infektionen beim Rind können unter bestimmten epidemiologischen Bedingungen 
Ursache für klinische Rinderkokzidiosen mit erheblichen ökonomischen Folgen sein 
(Daugschies und Najdrowski, 2005). Insgesamt sind 21 Eimeria-Arten beim Rind 
beschrieben; klinisch bedeutsam sind aber vor allem E. bovis und E. zuernii als Ursache einer 
katarrhalisch dipththeroid-nekrotisierenden, z. T. hämorrhagischen Typhlokolitis und Proktitis 
(Bürger, 1983), vorwiegend im Zuge von Stallinfektionen (Stockdale et al., 1981; Daugschies 
et al., 1998, Daugschies und Najdrowski, 2005) und E. alabamensis als Erreger einer sich als 
katarrhalische Enteritis darstellenden Weidekokzidiose (Svensson et al., 1994). Die klinischen 
Kokzidiosen treten vor allem bei in Gruppenhaltung aufgestellten Kälbern auf (Gräfner und 
Graubmann, 1979; Bürger, 1983; Faber et al. 2002) und werden in der Regel in der 2.-5. 
Woche der Gruppenhaltung apparent (Faber et al., 2002; Daugschies und Nadrowski, 2005). 
Das Krankheitsgeschehen bei Eimeria-infizierten Kälbern wird unter natürlichen Bedingungen 
in erster Linie immunologisch reguliert, wobei sich gewöhnlich über eine kontinuierliche 
Aufnahme relativ kleiner Mengen sporulierter Oozysten – diese Dauerstadien sind in allen 
Rinderhaltungsformen ubiquitär – eine partielle, vor klinischen Erkrankungen schützende 
Immunität entwickelt (Fitzgerald, 1967; Conlouge et al., 1984, Fiege et al., 1992; Daugschies 
et al., 1998). Über die Mechanismen solcher adaptativer, zellvermittelter Immunreaktionen 
gegen E. bovis-Infektionen liegen für das Rind einige orientierende Untersuchungen (Hughes 
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et al., 1989; Fiege et al., 1992; Hermosilla et al., 1999) vor, die aber insgesamt und 
insbesondere im Hinblick auf die angeborene Immunantwort noch kein abschließendes Bild 
ergeben.  
Kaum Aufmerksamkeit wurde bisher bei E. bovis-Infektionen des Rindes Vorgängen 
gewidmet, die früh im Wirt nach der erstmaligen Konfrontation mit freien Sporozoiten (diese 
dringen in Lymphkapillaren ein, und könnten somit als potentieller Ziele der angeborenen 
Immunantwort gelten) stattfinden müssen und letztlich an der Überführung in adaptative 
Immunreaktionen beteiligt sind.  
Untersuchungen im Bezug auf die langandauernde erste Merogonie von E. bovis, die mit der 
Bildung von sogenannten Makromeronten einhergeht, und bezüglich der Interaktion des 
Parasitens mit seiner spezifischen Wirtszelle, einer Endothelzelle, liegen nicht vor. 
Endothelzellen sind hochreaktive Zellen, die, sofern sie aktiviert werden, ein weites Spektrum 
an pro-inflammatorischen und immunomodulatorischen Molekülen synthetisieren können und 
somit Entzündungsreaktionen initiieren (zur Übersicht: Ebnet und Vestweber, 1999; Wagner 
und Roth, 2000). Über mögliche Evasionstrategien, die bei E. bovis-Infektionen zum Tragen 
kommen könnten, fehlen bisher ausreichende Kenntnisse.  
In Anbetracht der biologischen Besonderheit von E. bovis, die die Bildung von 
Makromeronten (ca. 300 m) beinhaltet, sind Kenntnisse zu Überlebensstrategien des 
intrazellulären Parasitens eine Voraussetzung zum Verständnis der Rinderkokzidiose. Im 
Folgenden werden Ergebnisse zu diesen Themen dargelegt. Dabei wird insbesondere auf 
folgende Thematiken eingegangen: Die in vitro-Kultur von E. bovis, die Interaktion des 
Parasitens mit der Wirtszelle unter Berücksichtigung der Invasion, des Zytoskeletts und der 
Apoptosefähigkeit der Wirtszelle, sowie Reaktionen der endothelialen Wirtszellen und der 
daraus eventuell resultierenden Immunreaktionen mit Leukozyten. 
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2 SCHRIFTTUM 
 
2.1 Vorkommen von bovinen Kokzidieninfektionen und Erregereigenschaften 
Bei der bovinen Kokzidiose handelt es sich um eine akut bis chronisch verlaufende, 
katarrhalisch bis hämorrhagische Darmentzündung, die durch Protozoen der Gattung Eimeria 
aus dem Stamm der Apicomplexa hervorgerufen wird (Dauschies und Najdrowski, 2005). Die 
bovine Kokzidiose ist weltweit verbreitet und betrifft vorrangig Jungtiere, bei denen z. T. sehr 
hohe Prävalenzen vorliegen können (Fox, 1985; Cornelissen et al., 1995). Ein vermehrtes 
Auftreten klinischer Erscheinungen ist beim Umstallen zu gröβeren Kälbergruppen (Pavlasek 
et al., 1984), unter intensiven Haltungsbedingungen in sogenannten „feed-lots“ in Sinne einer 
„crowding disease“ (Fitzgerald, 1975; Fox, 1978), sowie bei erstsömmrigen Kälbern als 
Weideinfektion etwa 14 Tage nach dem Austrieb zu beobachten (Svensson et al., 1993, 1994; 
Marshall et al., 1998; Svensson, 2000). 
Es sind beim Rind weltweit mehr als 20 verschiedene Eimeria-Arten beschrieben (Stockdale 
et al., 1981) davon gelten derzeit 15 als eigenständige Arten. In Mitteleuropa wurden bisher 
13 Arten beobachtet (Bürger, 1983). Die weltweit wichtigsten und häufigsten Arten beim 
Rind sind nach Weinandy (1989): E. bovis, E. zuernii, E. ellipsoidalis und E. auburnensis.  
 
Zur Bestimmung der einzelnen Arten, dienen vor allem morphologische Merkmale der 
sporulierten Oozysten wie deren Größe, Form, Farbe, Beschaffenheit der Oozystenhüllen, 
Vorhandensein oder Fehlen von Oozysten- und Sporozystenrestkörpern sowie Stieda- und 
Polkörperchen oder die Anzahl hyaliner Körperchen der Sporozoiten (Rommel, 1992). 
Eimerien haben einen monoxenen Entwicklungszyklus und die Infektion erfogt durch die 
orale Aufnahme sporulierter Oozysten in der Außenwelt (Bürger, 1983; Daugschies und 
Najdrowski, 2005). Die Sporulationszeit (Sporogonie) der Oozysten in der Außenwelt ist für 
jede Eimeria-Art spezifisch und beträgt für E. bovis, E. zuernii, E. ellipsoidalis und 
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E. cylindrica 2-3 Tage, wohingegen andere Arten einige Tage länger zur Sporulation 
benötigen (z. B. bis zu 10-14 Tage bei E. pellita). Die Oozystensporulation wird in erster 
Linie durch höhere Temperaturen und Feuchtigkeit gefördert und kann entsprechend durch 
Austrocknung erheblich gehemmt werden (Graat et al., 1994; Radostits, 1994). 
Nach der oralen Aufnahme von sporulierten Eimeria-Oozysten werden unter 
Berücksichtigung der strengen Wirtsspezifität (Kogut, 1990) die Sporozoiten im Rinderdarm 
unter Einfluss von Trypsin und Galle aus den Oozysten und Sporozysten freigesetzt und 
dringen artspezifisch in Zellen unterschiedlicher Lokalisationen in der Darmwand ein (Levine 
und Ivens, 1986; Fernando, 1990). Die intrazellulären Sporozoiten vermehren sich hier durch 
mehrfache Vielfachteilung (Merogonie) und bilden als Nachfolgestadien Merozoiten aus. Die 
freien Merozoiten dringen wiederum in andere Wirtszelle ein und durchlaufen artspezifisch 
ebenfalls eine oder mehrere Merogonie(n) (Fox, 1985). Die Merozoiten der letzten 
Merontengeneration infizieren eine neue Wirtszelle und differenzieren sich entweder zu 
einem weiblichen (Makrogamont) oder zu einer männlichen Geschlechszelle (Mikrogamont). 
Der Mikrogamont wächst und der Kern teilt sich wiederum speziesspezifisch mehrere Male, 
sodass der reife Mikrogamont schließlich zahlreiche begeißelte Mikrogameten entlässt 
(Fernando, 1990). Der Makrogamont dagegen unterliegt keiner Zellteilung, sondern reift 
lediglich zum Makrogameten. Die freigesetzen, beweglichen Mikrogameten dringen in 
Makrogameten enthaltende Wirtszellen ein. Nach der Syngamie wird eine Zygote gebildet 
und Hüllbildungskörperchen („wall forming bodies“) aus dem Zytoplasma des Makrogameten 
bilden eine Wand um die Zygote aus, so dass schließlich eine intrazelluläre Oozyste geformt 
wird. Wirtszellen, die Oozysten enthalten, brechen auf und setzen die Oozysten frei, welche 
anschließend mit dem Kot ausgeschieden werden (Fernando, 1990).  
Der detaillierte Entwicklungszyklus ist nur für wenige Eimeria-Arten beim Rind in seiner 
Gesamtheit bekannt und soll hier für E. bovis näher erläutert werden. Die Tiere infizieren sich 
per os durch die Aufnahme von sporulierten E. bovis-Oozysten. Im Darm werden die 
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Sporozoiten frei und invadieren für den nächsten Entwicklungsschritt, der ersten Merogonie, 
als Wirtszelle Endothelzellen der zentralen Lymphkapillaren der Darmzotten des distalen 
Ileums. Die Sporozoiten formen sich innerhalb einer parasitophoren Vakuole (PV) zu 
Trophozoiten um und beginnen 6-7 Tagen p. i. mit der ersten Merogonie. Die Entwicklung 
zum reifen Meronten im Lymphendothel ist ein relativ langanhaltender Prozess, für den in 
vivo 14-18 Tage benötigt werden. Er resultiert in der Bildung von ca. 300 m großen 
Makromeronten, die >120.000 Merozoiten enthalten können (Hammond et al., 1946). Die 
zweite Merogonie sowie die Gamogonie finden dann in rascher Folge in Epithelzellen von 
Zäkum und Kolon statt, so dass die Präpatenz bei E. bovis insgesamt 18-21 Tage beträgt 
(Hammond, 1946; Hermosilla et al., 1999). Die E. bovis-Oozystenausscheidung erreicht bis 
etwa zum 22. Tag p. i. ein Maximum und ist ca. 25 Tage p. i. beendet (Hermosilla et al. 
1999).  
 
 
2.1.1 Pathogenität von Eimerien und klinische Erscheinungen bei der Eimeriose 
des Rindes 
Nach Levine und Ivens (1970) sind für das Rind E. bovis und E. zuernii die pathogensten 
Arten. Auch Infektionen mit E. alabamensis können, wenn auch in einem geringeren 
Ausmaß, zu einer klinischen Weide-Kokzidiose führen (Svensson et al., 1993, 1994; 
Svensson, 2000), allerdings sind dafür höhere Infektionsdosen erforderlich als bei E. bovis 
oder E. zuernii. E. bovis und E. zuernii zeichnen sich durch große Makromeronten und durch 
tiefes Eindringen in die Darmmukosa in Verbindung mit einer ausgedehnten Lokalisation in 
Dünn- und Dickdarm aus. Dabei hat E. bovis, im Vergleich zu E. zuernii, das größere 
Reproduktionspotential (Ernst und Benz, 1986) und gilt somit als die pathogenste Art beim 
Rind. Während die meisten bovinen Eimeria-Arten epitheliale Dünndarmschäden 
verursachen, dominieren beim Befall von E. bovis  und E. zuernii Dickdarmläsionen, die auch 
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tiefere Gewebsschichten erfassen und letztendlich in einer Typhlokolitis und Proktitis münden 
(Bürger, 1983).  
Die wirtseigenen Immunreaktionen auf Makromeronten von E. bovis in den Endothelzellen 
der zentralen Lymphgefäße von Darmzotten im distalen Ileum sind relativ schwach. 
Schwerere Veränderungen rufen die zweiten Meronten und die Gamonten im Kolon und 
Zäkum hervor. Im Verlauf der Infektion werden in diesen Darmabschnitten fast alle 
Epithelzellen an der Basis der Krypten mit zweiten Meronten und Gamonten befallen. Dabei 
kommt es zur Erweiterung der Drüsen und zu subepithelialen, zellulären Infiltrationen. Die 
Submukosa wird infolge erweiterter Lymph- und Blutgefäße ödematös. Im Folgenden heben 
sich Epithelien großflächig ab und es befinden sich auf der Lamina propria diphtheroide 
Membranen aus Blut, Fibrin, Granulozyten, Oozysten und Zelldebris. Die Dickdarmmukosa 
wird durch Granulationsgewebe ersetzt und die tieferen Gewebsschichten werden ödematös, 
stark zellulär infiltriert und hyperämisch. Beim Zerfall der Meronten in der Lamina propria 
wird subepitheliales Gewebe zerstört, einschließlich der sich darin befindlichen Kapillaren 
und es kommt in Folge zu starken Hämorrhagien. Die tief in den Krypten parasitierenden 
E. bovis- und E. zuernii-Arten können die Abstoßung ganzer Mukosaareale und entsprechend 
starke Hämorrhagien auslösen (Rommel, 1992). Weiterhin führt die Typhlokolitis zu 
deutlichen Resorptionsstörungen, die sich über verminderte Na
+
- und Cl
-
-
Plasmakonzentrationen bemerkbar machen und zu Wasserverlust mit nachfolgender 
Dehydrierung führen (Daugschies et al., 1986). Die häufigste Todesursache bei infizierten 
Kälbern ist die mit Verlusten von Plasmaproteinen und Mineralstoffen einhergehende 
Exsikkose. Weiterhin sind Anämien infolge von Hämorrhagien bei schwer verlaufenden 
E. bovis-Kokzidiosen für Todesfälle von Kälbern verantwortlich. 
Kälber, die an einer klinisch manifesten Kokzidiose leiden, zeigen Diarrhoe infolge der 
katarrhalisch, diphtheroid-nekrotischen Typhlokolitis. Sie zeigen einen aufgeschürzten Leib 
mit eingefallenen Flanken und Koliksymptome wie z. B. das Schlagen nach dem Abdomen, 
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Zähneknirschen und Tenesmus (Bürger, 1983; Daugschies et al., 1986). Gelegentlich kommt 
es zu einem Anstieg der Körpertemperatur und zu Inappetenz bei gleichzeitig gesteigertem 
Trinkbedürfnis. Im weiteren Verlauf der Kokzidiose setzen Kälber wässrig-rötlichen Kot ab, 
dem Blutkoagula in Form von langen Darmausgüssen beigemengt sein können. Nach Eller 
(1990) besteht zwischen der Kotkonsistenz und der Höhe der Oozystenausscheidung für 
mehrere Eimeria-Arten beim Rind positive Rangkorrelationskoeffizienten, und zwar für 
E. alabamensis (r = 0,32), E. bovis (r = 0,22), E. zuernii (r = 0,21) und E. ellipsoidalis (r = 
0,15). Mit zunehmend dünner werdendem Kot steigt also die Oozystenausscheidung der 
verschiedenen Arten an. 
Die Dehydratation ist an den eingesunkenen Augäpfeln, dem vermindertem Hauttugor und 
der lederartigen Hautbeschaffenheit zu erkennen. Blasse Schleimhäute deuten eine Anämie 
an. Verminderte Hämatokrit-, Hämoglobin- und Plasmaproteinwerte im Blut können ebenfalls 
bei einer klinisch manifesten Kokzidiose beobachtet werden (Fitzgerald und Mansfield, 1972; 
Stockdale et al., 1981).  
Nach einer überstandenen Kokzidiose können allgemeine Schwäche, Abmagerung und 
struppiges Haarkleid noch nach Wochen persistieren und nach Fox (1978) ist das Rind in 
diesem geschwächten Zustand anfällig für Sekundärerkrankungen, insbesondere für 
Pneumonien, bakterielle Enteritiden und Virusinfektionen. Rinder die eine schwere 
Kokzidiose überstanden haben, werden nie wieder ihre volle Produktivitätskapazität erreichen 
und i. d. R. Kümmerer bleiben (Fayer, 1989). 
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2.1.2 Epidemiologische Einflussfaktoren bei Eimeriosen des Rindes 
Nach Gregory (1989) handelt es sich bei Eimerien der Rinder um opportunistische, ubiquitär 
vorkommende Parasiten. Wie andere opportunistische Enteropathogene verursachen 
Kokzidien immer dann klinische Erkrankungen, wenn sie in großer Anzahl in einen nicht oder 
kaum immunen Wirt gelangen. Auch nach anderen Autoren (Rose, 1988; Fayer, 1989) besteht 
eine direkte Beziehung zwischen der Anzahl aufgenommener Oozysten und der Schwere der 
resultierenden Erkrankung. Die Ausscheidung von Eimeria-Oozysten ist somit eng verknüpft 
mit dem Vorhandensein des Parasitens in der Umwelt und der Wirtsempfänglichkeit. Die 
Schwere einer Kokzidieninfektion hängt nach Gräfner und Graubmann (1979), sowie nach 
Fox (1987) im Wesentlichen von drei Faktoren ab: 
1. Eigenschaften des Erregers: 
Von großer Bedeutung ist die Infektionsdosis, das Reproduktionspotential (bei 
E. bovis am höchsten) und die Pathogenität der beteiligten Spezies. Die Arten mit 
der höchsten Pathogenität, wie E. bovis und E. zuernii (Pellerdy, 1974; Daugschies 
und Najdrowski, 2005), zeichnen sich durch große Meronten und tieferes 
Eindringen in die Darmmukosa aus. Ein weiterer Faktor seitens des Erregers ist 
die Sporulationsdauer der verschiedenen Eimeria-Oozysten (E. bovis sehr kurz) in 
der Außenwelt. 
 
 
2. Reaktionslage des Wirtes: 
Die Reaktionslage des Wirtes wird wiederum beeinflusst vom Alter des Tieres, der 
genetischen Resistenz/Disposition des Einzeltieres, der Immunitätslage und der 
Kondition der Tiere (Gräfner und Graubmann, 1979; Faber et al., 2002). 
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3. Umweltbedingungen und Belastungsfaktoren: 
Fördernd auf die Ausbreitung und Stärke einer Eimeria-Infektion wirken solche 
Faktoren, die zur Optimierung der exogenen Entwicklung der Oozysten beitragen 
(z. B. Feuchtigkeit, Temperatur und Sauerstoffangebot) oder die den Wirt einer 
besonderen Belastung aussetzen, z. B. über schlechte Haltungs- und 
Fütterungsbedingungen oder Umstallung (Gräfner et al., 1978; Bürger, 1983; 
Faber et al., 2002). 
 
Das gleichzeitige Vorliegen mehrerer Infektionen beeinträchtigt die Immunitätslage des 
Wirtes und beeinflusst damit den Verlauf der Infektion und etwaige Schadwirkungen im Wirt. 
Die Bedeutung der Kokzidieninfektionen liegt u. a. darin, dass selbst bei subklinischem 
Verlauf geringere Gewichtszunahmen zu verzeichnen sind (Stromberg et al., 1982; Ernst und 
Benz, 1986; Faber et al., 2002; Daugschies und Najdrowski, 2005). In diesem Zusammenhang 
berichteten Durham et al. (1985) z. B. von dem Ausbruch einer experimentellen Parvoenteritis 
bei subklinisch an Kokzidiose erkrankten Kälbern. Auch nach Hoblet et al. (1992) lag eine 
größere Schadwirkung bei gleichzeitigem Befall von E. bovis und einer Coronavirusinfektion 
im Gegensatz zu Monoinfektionen vor.  
Zwischen der Darmflora und Eimerien bestehen nach Yvoré und Lafont (1992) drei Formen 
der Interaktion: Erstens ist für die Entwicklung des Parasiten eine bestimmte intestinale 
Bakterienflora (Enterobacteria und anaerobe Bakterien) erforderlich. Zweitens kommt es im 
Zuge der Eimeria-Infektion zu einer deutlichen Reduktion der Lactobacillen und zu einer 
Vermehrung der Enterobacteria und anaerobe Bakterien. Drittens fördert die Kokzidiose 
unter Umständen die Entwicklung von pathogenen Bakterien im Intestinum. 
Kennzeichnend für Eimeria-Infektionen ist, dass die meisten Tiere einer Herde befallen sind, 
aber nur in einigen Betrieben und bei relativ wenigen Tieren klinische Erkrankungen auftreten 
(Faber et al., 2002; Daugschies und Najdrowski, 2005). Nach Bürger (1983) besteht unter den 
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meisten Haltungsbedingungen eine enzootische Stabilität, d. h., ständige Infektionen mit 
geringen Mengen an Oozysten erhalten einen solchen Immunzustand aufrecht, bei dem es bei 
begrenzter Oozystenausscheidung nicht zu einem krankheitsverursachenden 
Ansteckungsrisiko kommt.  
 
Zu Risikofaktoren, die klinische Eimeriose begünstigen können, gehören unter anderem: 
1. Nichtimmune Tiere werden in eine mit Eimeria-Oozysten kontaminierte Umgebung 
verbracht. 
2. Immune Tiere werden einem übermäßigen Infektionsdruck ausgesetzt. 
3. Gegen eine spezifische Eimeria-Art immune Tiere werden mit Oozysten einer anderen 
Eimeria-Spezies konfrontiert. 
 
Als Infektionsquellen dienen vor allem kotverschmutzte Medien wie Futter, Wasser, Einstreu, 
Wände, Gegenstände und das Haarkleid der Nachbartiere (Gräfner und Graubmann, 1979; 
Faber et al., 2002; Daugschies und Najdrowski, 2005). Als ein weiterer und wichtiger Faktor 
bezüglich des Ansteckungsrisikos gilt, neben Klimafaktoren im Stall (Feuchtigkeit, 
Temperatur, Sauerstoffgehalt), die Aufstallungsform (Eller, 1990). Klinisch manifeste 
Kokzidiosen treten vor allem dann auf, wenn Kälber aus Einzelboxen in Gruppen umgestallt 
werden. Dabei gelten diejenigen Aufstallungsformen als prädisponierend, die durch starken 
Besatz auf engstem Raum einen intensiven Kontakt der Tiere untereinander als auch zu ihren 
Fäzes ermöglichen (Fanta, 1967; Bürger, 1993; Faber et al., 2002). Bei häufigem Belecken 
kotverschmutzter Stalleinrichtungen kommt es zu einem starken Anstieg der 
Befallsextensitäten und -intensitäten, wobei erste Krankheitszeichen ca. 3 Wochen nach dem 
Umstallen auftreten können (Gräfner et al., 1985). Für die häufigsten Eimeria-Arten des 
Rindes, E. ellipsoidalis, E. zuernii und E. bovis, wurden nach Gruppenhaltung 
Befallshäufigkeiten von ~ 90 % gemessen, wohingegen die Werte für Tiere ohne 
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Haltungswechsel < 80 % lagen (Faber, 2000). Im Gegensatz zum Übergang von der 
Einzelhaltung auf die Kleingruppenhaltung zeigte sich beim Übergang auf die Großgruppe 
kein deutlicher Anstieg oder Abfall der Befallshäufigkeit mit den einzelnen Eimeria-Arten. 
Eine Ausnahme bildete E. alabamensis mit einer Steigerung der Befallshäufigkeit von 20 % 
auf fast 90 % (Faber, 2000). Nach Bürger (1993) bedeutet ein zweites Umgruppieren zwei 
Monate nach erstmaliger Gruppenbildung kein zusätzliches Risiko. 
 Nach Fayer (1989) sowie nach Ernst und Benz (1981) stellen insbesondere erwachsene, 
subklinisch infizierte Rinder aufgrund ihrer Ausscheidung von Eimeria-Oozysten eine 
wichtige Ansteckungsquelle für naive Kälber und Jungtiere dar. Kollman (1993) stellt bei 
Milchkühen im geburtsnahen Zeitraum einen Anstieg in der Befallsextensität und -intensität 
fest. Dagegen konnte Svensson (1993) bei Untersuchungen von Milchkühen im peripartalen 
Zeitraum lediglich in 7 % der Kotproben eine geringe Anzahl Oozysten von E. alabamensis, 
E. bovis, E. subspherica und E. zuernii nachweisen. 
 
 
2.2 Kritische Aspekte der Entwicklungsbiologie von Eimeria bovis und mögliche 
Interaktionen des Parasiten mit seiner endothelialen Wirtszelle 
Bei einigen Eimeria-Arten der Wiederkäuer (Rind: E. bovis, E. zuernii, E. aubernensis; Ziege: 
E. ninakohlyakimovae, E. arloingi, E. christenseni, E. alijevi; Schaf: E. bakuensis, 
E. ovinoidalis, E. parva, E. ashata, E. crandallis) kommt es mit der Bildung von langlebigen 
Makromeronten I zu einer biologischen Besonderheit (Eckert et al., 2005). Die 
Makromeronten dieser Eimeria-Arten sind makroskopisch sichtbar und resultieren in der 
Freisetzung von ~10
5
 Merozoiten (Daugschies und Najdrowski, 2005). Die Kenntnis von 
gegen Makromeronten oder frühere Stadien gerichteten, angeborenen Immunreaktionen stellt 
eine Voraussetzung für das grundsätzliche Verständnis ber biologischen Abläufe der 
pathogenen Eimeria-Arten der Wiederkäuer dar.  
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Im Lebenszyklus von E. bovis ergeben sich in der frühen Entwicklungsphase mehrere, 
voneinander abhängige, kritische Situationen. Zum einen besiedelt der Sporozoit von E. bovis 
nicht Enterozyten, wie es die meisten anderen Eimeria-Arten des Rindes tun, sondern 
tieferliegende Endothelzellen der Lymphkapillare der Villi im Ileum. Der E. bovis-Sporozoit 
sollte daher zumindest über Mechanismen verfügen, um diese physikalische Barriere 
(Epithelzellschicht und Gefäβwand) zu durchwandern und seine eigentliche Zielzelle zu 
erreichen.  
Im Zusammenhang mit der Wanderung und Zellinvasion von Apicomplexa-Sporozoiten 
wurde bei Plasmodium spp. neben der „klassischen“ Invasion mit nachfolgender Bildung 
einer parasitophoren Vakuole um den Parasiten im Zytolsol der Wirtszelle eine zusätzliche 
Art der Zellinvasion beschrieben (Mota et al., 2001; Mota und Rodriguez, 2002). Bei dieser 
„alternativen“ Art der Invasion wird die Zellmembran verletzt und der invasive Sporozoit 
verbleibt anschließend ohne Bildung einer parasitophoren Vakuole im Zytosol der Wirtszelle. 
Plasmodium-Sporozoiten wären somit in der Lage Gefäβendothelzellen zu durchwandern und 
anschließend Hepatozyten zu infizieren, wo die erste Merogonie stattfindet (Mota et al., 2001; 
Mota und Rodriguez, 2002). Die Befähigung von E. bovis-Sporozoiten zur „alternativen“ 
Invasion war u. a. Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit. 
 
E. bovis besiedelt mit der Endothelzelle eine hochreaktive und potente Wirtszelle, die, nach 
Aktivierung, ein breites Spektrum an pro-inflammatorischen und/oder immunmodulatorischen 
Molekülen synthetisieren kann. Diese sind sowohl Teil des adaptativen als auch des 
angeborenen Immunsystems bzw. können in beide Systeme modulatorisch eingreifen. So 
können z. B. Adhäsionsmoleküle, Chemokine, Wachstumsfaktoren, Prostaglandine und 
Radikale wie Stickoxide (NO) (Ebnet und Vestweber 1999, Wagner und Roth, 2000) von 
Endothelzellen produziert werden. Allerdings ist E. bovis darauf angewiesen, in diesem 
Milieu zwei Wochen zu überleben. Diese im Vergleich zu anderen Eimeria-Arten lange 
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Dauer der ersten E. bovis-Merogonie wirft in Anbetracht bereits in der Präpatenz einsetzender 
Immunreaktionen (Fiege et al., 1992; Hermosilla et al., 1999) Fragen nach Evasionsstrategien 
des Parasitens auf. Nach bisherigen Studien in Nagermodellen sind die Sporozoiten und 
Meronten I die Hauptziele protektiver zellulärer Immunreaktionen immuner Tiere 
(zusammenfassend Shi et al, 2000; Shi et al., 2001a). Es erscheint naheliegend, dass diese 
Stadien im Falle von E. bovis ebenfalls immunologisch erfasst werden, insbesondere wenn 
man die Sporozoiten-Migration und ihre Lokalisation in vivo berücksichtigt. Sowohl 
Sporozoiten als auch Makromeronten I sind in direktem Kontakt mit Lymphe und sollten 
somit potenzielle Zielstadien von Leukozyten sein. Eine erfolgreiche Entwicklung unter 
diesen adversen Bedingungen setzt in Konsequenz hochangepasste Invasions- und 
Evasionsstrategien des Parasitens voraus.  
Die erreichte Größe der E. bovis-Makromeronten I, die in vivo über 300 m groß werden 
können, stellt einen weiteren kritischen Aspekt für die Parasiten dar. Diese überdimensionale 
Vergrößerung der Wirtszelle muss Stress für die parasitierte Zelle bedeuten, und Zellstress 
wiederum gilt als ein wichtiger Apoptose-Induktor (Van de Sand et al., 2005). In Konsequenz 
sollte E. bovis verhindern, dass die befallene Wirtszelle apoptotisch wird. Für einige nahe 
verwandte Parasiten aus dem Stamm der Apicomplexa, wie z. B. Toxoplasma gondii, 
Neospora caninum oder Cryptosporidium parvum, konnte nachgewiesen werden, dass sie die 
Apoptosefähigkeit ihrer Wirtszelle hemmen (Lüder et al., 2001; Heussler et al., 2001, Küenzi 
et al., 2003, Lüder und Gross, 2005). In der Mehrzahl der  Fälle geschah dies über gesteigerte 
HSP65-Expression, NF- B-Aktivierung oder über die Expression von anti-apoptotischen 
Faktoren, wie z. B. dem „cellular Fas ligand inhibition protein“ (c-FLIP) oder dem „cellular 
inhibition apoptosis protein“ (c-IAP) (Heussler et al., 1999, 2001; Lüder et al., 2001, Küenzi 
et al., 2003, Lüder und Gross, 2005).  
Darüber hinaus könnte E. bovis als intrazellulärer Parasit die MHC-I-Expression der 
Wirtszelle beeinträchtigen und somit zytotoxische Aktivitäten von CD8
+
-T-Zellen verhindern, 
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da deren Erkennung parasitenspezifischer Antigene infizierter Zellen in Kombination mit 
MHC-I-Molekülen erfolgt. Die Ausnutzung dieses Evasionsmechanismus ist für eine Reihe 
viraler und intrazellulärer bakterieller Erreger (Andersson et al., 1985; Hill et al., 1994; 
Kirveskari et al., 1999), aber auch für Parasiten wie z. B. Leishmania (De Souza et al., 1995), 
Theileria (Oliver und Williams, 1996) und T. gondii (Lüder et al., 1998, Lüder et al., 2001a) 
nachgewiesen. 
E. bovis-Meronten I-enthaltende Wirtszellen exprimieren auf ihrer Oberfläche parasitäre 
Antigene. Dieses potenziell immunreaktive Material lässt sich mit Hilfe von Immunseren von 
E. bovis-reinfizierten Kälbern nachweisen (Zahner und Hermosilla, pers. Mittl.). Funktion und 
Zeitpunkt des Auftretens dieser parasitenspezifischen Antigene auf der Wirtszelloberfläche 
sind somit ebefalls von Bedeutung für das Verständnis der Immunevasion von E. bovis.  
 
Untersuchungen zu den obenangesprochenen Fragen, insbesondere zur Reaktion von 
Endothelzellen auf E. bovis-Infektionen können durchaus auf andere Eimeria spp. der 
Wiederkäuer übertragen werden und somit von generellem Wert sein. Dies trifft z. B. auf 
E. bakuensis, E. ninakohlyakimovae oder E. arloingi zu, die ebenfalls Endothelzellen der 
zentralen Lymphgefäße als spezifische Wirtszelle für die Merogonie I besiedeln.  
 
Kaum Aufmerksamkeit wurde bisher bei Eimeria-Infektionen allgemein und bei denen des 
Rindes insbesondere Vorgängen gewidmet, die im Wirt früh nach erstmaliger Konfrontation 
mit Sporozoiten als Ausdruck einer angeborenen („innate“) Immunreaktion ablaufen und die 
eventuell zur Kontrolle einer Erstinfektion beitragen, zumindest aber bei der Überführung in 
adaptative Vorgänge eine Rolle spielen. Auch im Bezug auf mögliche Evasionstrategien der 
Sporozoiten fehlen bei Eimerien der Wiederkäuer bislang ausreichende Kenntnisse. 
Insbesondere die Tatsache, dass E. bovis als die pathogenste Art beim Rind gilt und 
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Endothelzellen befällt, spricht für diesen Parasiten als Model für andere relevante Eimerien 
der Wiederkäuer mit einem ähnlichem Lebenszyklus.  
 
 
2.2.1 In vitro-Systeme für Eimeria bovis als Voraussetzung für zellbiologische, 
parasitologische und immunologische Untersuchungen 
Untersuchungen zu Invasionsmechanismen von E. bovis Sporozoiten, zu Reaktionen der 
endothelialen Wirtszellen auf Sporozoiten oder Makromeronten, zu Reaktionen des 
Zytoskeletts auf die Bildung der Makromeronten, zur Persistenz dieser Stadien sowie zu 
Egressmechanismen von Merozoiten I aus den befallenen Wirtszellen können beim Rind nicht 
in vivo durchgeführt werden, sondern setzen geeignete in vitro-Systeme voraus. Die 
Etablierung solcher Kulturen, denen in erster Linie primäre bovine Endothelzelllinien als 
Wirtszellenzugrunde liegen müssen, war ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit und 
galt als Vorausetzung für viele der vorgestellten Experimente.  
Die Isolierung von reinen primären Endothelzellkulturen aus Blut- oder Lymphgefäßen ist 
eine anspruchsvolle Methode, da häufig Kontaminationen mit glatten Muskelzellen- oder 
Fibroblasten vorliegen können. Darüberhinaus gelten primäre Endothelzellen allgemein als 
besonders anspruchsvolle Zellen, die nur unter Verwendung von speziellem 
Endothelzellmedien kultiviert werden können. Primäre Endothelzellen benötigen spezifische 
Wachstumsfaktoren, Hormone und können nur unter LPS-freien Bedingungen wachsen. Eine 
weitere Besonderheit ist der komplizierte, routinemäßige Umgang mit diesen Zellkulturen, da 
Endothelzellen auf jede Änderungen der Fließbedingungen (sogenannter „shear stress“) 
reagieren. So kann der einfache Mediumwechsel zur Fütterung der Zellkulturen bereits zur 
Aktivierung der Zellen führen, ein Fakt, der dementsprechend bei vielen Experimenten 
berücksichtigt werden muss. Ein wichtiger Bestandteil der gegenwärtigen Arbeit war daher, 
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ein geeignetes in vitro-System für E. bovis unter Verwendung primärer Endothelzellen aus 
bovinen Nabelschnurvenen, lymphatischen Milzendothelien oder Aorten zu etablieren.  
 
Weiterhin stellt ein in vitro-System eine Voraussetzung für die Herstellung von 
stadienspezifischen Antigenen, wie z. B. aus E. bovis-Merozoiten I oder -II, für 
molekularbiologische, biochemische oder immunologische Ansätze dar. 
 
Erste Versuche, ein adäquates in vitro-System für E. bovis zu etablieren, wurden von 
Hammond und Fayer (1967) unternommen. Sie konnten sowohl unter Verwendung von 
bovinen Primär- als auch Sekundärzelllinien partielle Erfolge erzielen. Nachfolgende 
Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe (Hammond und Fayer, 1968) unter Einsetzung 
permanenter boviner  Zelllinien, wie z. B. boviner Nierenepithelzellen (MDBK) und 
embryonaler Trachealzellen, zeigten, dass die Entwicklung erster Meronten in diesen Zellen 
nur partiell vervollständigt wurde. Speer et al (1985) sowie Reduker und Speer (1986) 
konnten unter Verwendung einer permanenten bovinen Monozytenzelllinie die erste 
Merogonie von E. bovis nachvollziehen. Allerdings ergaben sich in der Effizienz der in vitro-
Systeme deutliche Unterschiede bezüglich der Größe der Meronten I (Variationen von < 30 
µm – 435 µm) und der Entwicklungsdauer (Variationen von 8-25 Tage) (Hammond et al., 
1946, 1969; Hammond und Fayer, 1968; Reduker and Speer, 1987).  
Die in der Literatur bisher verwendeten bovinen Zelllinien, wie z. B. Monozyten, 
Nierenepithelzellen oder MDBK (Hammond et al., 1969, Speer et al., 1973), entsprechen 
nicht der eigentlichen Wirtszelle von E. bovis und die tatsächlichen Reaktionsmuster dieser 
hochreaktiven Zellen konnten somit nicht adäquat wiedergegeben werden. Sollen jedoch 
Untersuchungen zum parasiteninduzierten Reaktionsspektrum der Wirtszelle durchgeführt 
werden, muss die Charakteristik der tatsächlichen Wirtszelle beachtet werden. Endothelzellen 
unterscheiden sich stark in ihrer Reaktivität von den oben genannten Zelltypen und können 
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z. B. durch die Expression von Adhäsionsmolekülen (E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1, 
VCAM-1), pro-inflammatorische Zytokinen/Chemokinen-, Prostagladinen- oder NO-
Produktion (vgl. Ebnet and Vestweber, 1999; Wagner and Roth, 2000) starken Einfluss auf 
ablaufenden Immunreaktionen nehmen. Somit ist die Verwendung von nicht-endothelialen 
Wirtszellen bei der in vitro-Kultur nicht sinnvoll im Hinblick auf Fragestellungen zu 
parasiteninduzierten Reaktionen der Wirtszelle und hinsichtlich der Auswirkung solcher 
Reaktionen auf das Immungeschehen einer E. bovis-Kokzidiose.  
Aus diesem Grund wurden Anstrebungen gemacht, verschiedene primäre Endothelzellen als 
Wirtszelle für E. bovis-Sporozoiten zu testen. Hierbei wurden sowohl nicht-bovine 
Endothelzelllinien [Porcine Umbilical Vein Endothelial Cells (PUVEC); Human Umbilical 
Vein Endothelial Cells (HUVEC)], als auch bovine Endothelzelllinien [Bovine Spleen 
Lymphatic Endothelial Cells (BSLEC); Bovine Aortic Endothelial Cells (BAEC), Bovine 
Umbilical Vein Endothelial Cells (BUVEC)] verwendet. Da im bovinen System die 
spezifischen Antikörper zur Charakterisierung von Endothelzellen fehlen, erfolgte diese 
sowohl anhand ihrer Morphologie („cobblestone morphology“) als auch über die Überprüfung 
der Aufnahme von Dil-Ac-LDL (dioctadecytetramethyl-indocarbocyanine perchlorate 
acetylated low-density lipoprotein). Die Dil-Ac-LDL-Aufnahme gilt als gängige Methode zur 
Charakterisierung von Endothelzellen (Knook et al., 1977; Neubauer et al., 1996). 
 
Bei älteren Untersuchungen zur in vitro-Kultur von E. bovis wurde ein besonderes Phänomen 
bei der aktiven Sporozoiten-Invasion beobachtet: Einige Sporozoiten konnten durch 
verschiedene Wirtszellen hindurchwandern (Hammond und Fayer, 1967). Dabei drangen sie 
in eine Zelle ein und verließen diese sofort wieder (Hammond und Fayer, 1967). Ähnliche 
Invasions- und Egress-Mechanismen wurden aber auch bei anderen Eimeria-Sporozoiten 
(Roberts et al., 1970, 1971; Speer et al., 1971; Danforth et al., 1984, 1992; Chobatar et al., 
1993) und Toxoplasma gondii-Sporozoiten  beobachtet (Nichols and O’Conner, 1981; Speer 
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et al., 1997). Keine der oben erwähnten Arbeiten zur in vitro-Kultur von Eimeria ging auf die 
Besonderheit der Sporozoiteninvasion näher ein, obwohl die in Dünndarm freigewordenen 
E. bovis-Sporozoiten wahrscheinlich über einen eher komplexen Wandermodus zu den 
tieferliegenden Endothelzellen der zentralen Lymphkapillaren der Ileumzotten gelangen 
dürften. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Anstrengungen unternommen, die sich 
sowohl mit den genauen Abläufen der Sporozoiten-Invasion als auch mit denen des -Egresses 
aus der befallenen Zelle befassen.  
 
Die Etablierung eines in vitro-Systems für E. bovis, das die vollständige Entwicklung vom 
intrazellulären Sporozoiten bis zu Oozyste erlaubt, wie es z. B: bereits für E. tenella belegt ist 
(Hofmann und Raether, 1990), wäre von großem Wert, da es teuere und zum Teil sehr 
aufwendige experimentelle Infektionen bei Kälbern zur Gewinnung von Merozoiten, 
Gamonten oder Oozysten ersetzen könnte. Vor fast 40 Jahren wurden die ersten Anstrebungen 
unternommen, um dieses Ziel zu erreichen. Unter Verwendung von 11 verschiedenen 
Zelllinien wurden erste Versuche zur Kultivierung von E. bovis-Meronten II und -Gamonten 
unternommen, doch alle verwendeten Zelllinien eigneten sich nicht für diese 
Entwicklungsphasen (Hammond et al., 1969). Bei diesen in vitro-Experimenten wurden 
sowohl ex vivo- als auch in vitro-gewonnene Merozoiten I als Infektionsmaterial verwendet 
(Hammond et al., 1969), aber ohne Erfolg. Im Gegensatz dazu entwickelten sich solche 
Merozoiten I jedoch zu Meronten II weiter (mit nachfolgender Ooyzstenbildung), wenn sie in 
vivo in das Zäkum eines lebenden Kalbes inokuliert wurden (Hammond et al., 1969).  
Um so überraschender erscheinen Ergebnisse einer in vitro-Studie, bei der sich in primären 
embryonalen Nierenzellen E. bovis-Meronten I, -Meronten II, -Gamonten, und -Oozysten 
entwickelten (Speer und Hammond, 1973), obwohl sich diese Zelllinie in einer vorherigen 
Arbeit sich als ungeeignet erwies (Hammond et al., 1969). In der Studie von Speer und 
Hammond (1973) wurden ausschließlich ex vivo-gewonnene E. bovis-Merozoiten I verwendet 
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und limitierende Voraussetzung für die erfolgreiche in vitro-Kultur war der exakte Zeitpunkt 
der Merozoitengewinnung. So konnten nur am Tag 14 p. i. gewonnene Merozoiten erfolgreich 
zur in vitro-Kultur verwendet werden. Merozoiten vom Tag 14.5 und 15 p. i. waren dagegen 
erstaunlicherweise nicht mehr geeignet.  
Merozoiten II, Gamonten und Oozysten benötigen für ihre Entwicklung Epithelzellen des 
Dickdarms. Reife Meronten II entlassen in vivo 30-36 freie Merozoiten II, die sich von 
Merozoiten I durch ihre geringere Größe unterscheiden (Hammond et al., 1963). Unter 
Verwendung geeigneter in vitro-Systeme könnten sich freie Merozoiten II zu Mikro- und 
Makrogamonten weiterentwickeln und darauffolgend über Syngamie zur Oozystenbildung 
führen. Die Etablierung eines solchen in vitro-Systems zur kompletten Entwicklung von 
E. bovis, war ebenfall ein Ansinnen der vorliegenden Arbeit.  
 
 
2.3 Besonderheiten der endothelialen Wirtszelle und ihre Reaktionen auf 
intrazelluläre Parasiten 
Endothelzellen bilden einen kontinuierlichen Zellrasen, welcher die innere Intima des 
gesamten Lymph- und Blutgefäßsystems auskleidet. Hauptaufgabe dieses Zellverbandes ist 
die Regulation der Barrierefunktion zwischen Blut und Geweben. Aufgrund seiner 
anatomischen Lokalisation ist der Endothelzellverband permanent hämo/lymphodynamischen 
Belastungen ausgesetzt, was eine strukturelle Integrität des Endotheliums voraussetzt. 
Darüber hinaus müssen Endothelzellen auf widrige Bedingungen wie z. B. auf Ischämie, 
Hypoxie und Exposition von Pathogenen oder deren Toxine reagieren und mit dem 
Immunsystem kommunizieren können (Ebnet and Vestweber, 1999, Wagner und Roth, 2000).  
 
Endothel reagiert grundsätzlich auf Pathogene mit einer Vielzahl  von Mechanismen und ist 
somit in der Lage, immunkompetente Zellen, wie z. B. Leukozyten, gezielt zum Infektionsort 
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zu rekrutieren. Solche Reaktionen aktivierter Endothelzellen sind nicht MHC-abhängig und 
können als Ausdruck der angeborenen Immunreaktionen verstanden werden. Endothelzellen 
sind in der Lage ein breites Spektrum von Molekülen, die zur Adhäsion und Transmigration 
von Immunzellen führen, zu exprimieren und somit pro-inflammatorische Reaktionen zu 
initiieren und gezielt zu dirigieren (zur Übersicht siehe Carlos und Harlan, 1994; Ebnet und 
Vestweber, 1999; Wagner und Roth, 2000).  
Eine Möglichkeit seitens der Endothelzelle, auf Invasionen von intrazellulären Parasiten zu 
reagieren, besteht in der Expression von Adhäsionsmolekülen, wie z. B. ICAM-1 
(intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), E-Selektin 
oder P-Selektin (Carlos and Harlan, 1994, Tedder et al., 1995, Ebnet and Vestweber, 1999, 
Wagner and Roth, 2000). P- und E-Selektin werden in der Frühphase der Endothelaktivierung 
auf der Zelloberfläche exprimiert und sind für das sog. „rolling“ der Leukozyten am Endothel 
zuständig, während ICAM-1 und VCAM-1 eher in einer Spätphase der Aktivierung zum 
Tragen kommen und eine feste Leukozyten-Adhäsion am Endothel ermöglichen (Carlos and 
Harlan, 1994; Ebnet und Vestweber, 1999). Die endothelzellvermittelte  Adhäsion von 
Leukozyten gilt als Voraussetzung der Transmigration dieser Zellen in infiziertes oder 
anderweitig geschädigtes Gewebe. Daneben ermöglicht die Produktion von Zyto- und 
Chemokinen [z. B. GM-CSF (macrophage granulocyte colony stimulating factor), IL-1β, IL-
6, IL-8, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), RANTES (regulation upon activation, 
normal T cell expressed and secreted), GRO-α (growth related oncogene protein α), IP-10 (10 
kDa interferon-inducible protein) u. a.] seitens der Endothelzelle das Anlocken weiterer 
Abwehrzellen wie z. B. Monozyten, NK-Zellen, Granulozyten und Lymphozyten. 
Endothelzellen sind somit in der Lage evtl. infektionseliminierender Mechanismen einzuleiten 
und zu dirigieren. Endothelzellen sind in ihrem Reaktionsspektrum durchaus mit so potenten 
Zellen wie Makrophagen zu vergleichen, da sie zudem auch zu einer MHC-II-vermittelten 
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Antigenpräsentation befähig sind (Benouchan et al., 2006; Methe und Edelman, 2006; 
Behling-Kelly und Czuprynski, 2007).  
Insgesamt liegen zu E. bovis und anderen protozoären Parasiten zur Beeinflussung von 
Adhäsionsmolekülen und nachfolgender Leukozyten-Adhäsion nur wenige Untersuchungen 
vor. So wurde im Fall der T. gondii-Infektion in vitro eine vermehrte Expression von ICAM-1 
z. B. in Epithelzellen der Retina, Fibroblasten und Endothelzellen des Gehirns und Mikroglia 
beschrieben (Deckert-Schlüter et al., 1994, 1999; Nagineni et al., 2000). Auch VCAM-1 
wurde im vermehrten Maße in Gehirngefäßen infizierter Mäuse nachgewiesen (Deckert-
Schlüter et al., 1994). Mit Ausnahme eines Berichts über erhöhte Konzentrationen löslichen 
ICAMs oder E-Selektins in Sera T. gondii-infizierter Menschen (el-Shazly et al., 2001) ist 
ansonsten  in vivo  nichts bekannt über die Induktion von Adhäsionsmolekülen. Bezüglich N. 
caninum- oder E. bovis-Infektionen liegen zu diesem Thema keine Daten vor.  
Auch die Chemo- oder Zytokinsynthese infizierter Endothelzellen wurde bisher wenig 
untersucht. T. gondii-Tachyzoiten führten in nicht-endothelialen Zellen wie HeLa-Zellen oder 
Fibroblasten zu einer vermehrten Bildung von IL-8, MCP-1 und GRO-  (Denney et al., 1999; 
Brenier-Pinchart et al., 2000); die Produktion von IP-10 wurde als kritischer Faktor bei der 
Ausbildung einer spezifischen Immunantwort in einem T. gondii-Mausmodell (Khan et al., 
2000) beschrieben. Im Falle eines anderen Kokzids, Cryptosporidium parvum, reagierten 
befallene Kolon-Epithelzellen mit einer vermehrten Produktion von IL-8 und GRO-  
(Laurent et al., 1997). Weitere Befunde bei Infektionen mit intrazellulär lebenden Protozoen 
beziehen sich auf Trypanosoma cruzi (siehe z. B. Aliberti et al., 1999; Lima et al., 1997), 
Leishmanien (siehe z. B. Moll, 1997) oder Plasmodien (siehe z. B. Burgmann et al., 1995) 
und weisen generell auf eine wichtige Rolle der Chemokine bei der Abwehr gegen diese 
Erreger hin. 
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2.3.1 Modulation der Apoptosefähigkeit der Wirtszelle durch intrazelläre 
Parasiten 
Mit dem langen Zeitraum, den der Parasit zum Abschluss der 1. Merogonie benötigt, 
unterscheidet sich E. bovis von den meisten anderen Eimeria-Arten, deren Entwicklung 
erheblich rascher abläuft. Diese lange Persistenz setzt eine erfolgreiche Evasionsstrategie des 
Parasiten voraus, die mehrere Ebenen betreffen muss. So muss gewährleistet sein, dass die 
befallene Endothelzelle als Wirtszelle diesen Zeitraum überhaupt überlebt, sie darf also nicht 
apoptotisch werden. Die Apoptose wird als programmierter Zelltod vornehmlich über drei 
Hauptwege initiiert: (i) über die Bindung von Granzym/Perforin aus CD8
+
-T-, CD4
+
-T- und 
NK-Zellen, (ii) über die Bindung sog. Tod-Liganden an ihre spezifischen 
Zelloberflächenrezeptoren wie Fas/APO-1 oder TNF-Rezeptor I und (iii) über einen "internen" 
Weg, der die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytosol der Zelle 
voraussetzt (Heussler et al., 2001).  
Weitere Stimuli sind z. B. Zellstress und das Fehlen oder der Entzug von Wachstumsfaktoren. 
In allen Fällen werden letztlich Effektor-Caspasen als zentrale Komponenten der Apoptose-
Maschinerie aktiviert. Ist die Apoptose über einen der Wege initiert, muss dies nicht 
unweigerlich im programmierten Zelltod münden, sondern der Prozess kann auf 
verschiedenen Ebenen der Signalkaskade unterbrochen werden. So können z. B. 
Hitzeschockproteine (HSPs) (Hisaeda et al., 1997) und Vertreter aus einer Reihe von 
Molekülfamilien, wie z. B. der Bcl-2-Familie und den IAPs (inhibitor of apoptosis protein) 
hemmend einwirken. Die meisten dieser Proteine unterliegen der Kontrolle des 
Transkriptionsfaktors NF-KB (zusammenfassend bei Heussler et al., 2001; Lüder et al., 2001, 
Lüder und Gross, 2005). 
Parasiten modulieren die Apoptose zu ihren Gunsten grundsätzlich auf zwei Arten: Einerseits 
steigern sie die Apoptose von Zellen des Immunsystems, wie für eine Reihe von protozoären 
Erregern und bei Helminthen nachgewiesen, um somit Immunreaktionen zu unterdrücken 
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(Lüder et al., 2001). Andererseits beeinträchtigen intrazelluläre Parasiten (T. gondii, C. 
parvum, Plasmodien, Theileria parva, Leishmanien, T. cruzi) wie auch verschiedene Viren 
und Bakterien die Apoptosefähigkeit ihrer Wirtszelle im Sinne einer Hemmung (Moore und 
Matlasheweski 1994; Goebel et al., 1999; Chen et al., 2001; Küenzi et al., 2003; Van de Sand 
et al., 2005). In der Mehrzahl der bei Parasiten untersuchten Fälle geschah dies über 
gesteigerte NF-KB-Aktivierung oder HSP65-Expression (Zusammenfassungen bei Heussler et 
al., 2001; Lüder et al., 2001). Bei den mit E. bovis nahe verwandten Hühner-Eimerien 
(E. tenella und E. necatrix) kam es in vivo ebenfalls im Zuge einer Apoptose-Inhibition zu 
einer verstärkten NF-KB-Expression, die besonders deutlich zu Beginn der zweiten Merogonie 
zu beobachten war (Del Cacho et al., 2004). Gegen Ende der zweiten Merogonie wurde 
dagegen keine Apoptose-Inhibition mehr beobachtet. Dies führte zur Hypothese einer 
stadien/entwicklungsspezifischen Modulation der Apoptose. Demnach könnte die 
apoptosebedingte Lyse der Wirtszelle gegen Ende der Eimeria-Merogonie den Vorteil der 
Freisetzung der darin enthaltenden Merozoiten haben (Del Cacho et al., 2004). 
 
Ein weiterer Aspekt der Modulation apoptotischer Vorgänge nach Infektionen mit 
Apikomplexa ergibt sich aus einer Untersuchung von Nishikawa et al. (2001) zu N. caninum. 
Während der Parasit selbst die Expression von Bcl-2, also eines anti-apoptotischen Proteins, 
induzierte und somit die Apostose hemmte, kam es unter Einfluss von IFNγ bei infizierten 
Zellen dagegen zur gesteigerten Apoptose über eine geminderte Bcl-2-Expression sowie zu 
einer erhöhte FasL-Expression. Im Falle der N. caninum-Infektion wurde damit deutlich, dass 
das Immunsystem des Wirtes über die lymphozytenvermittelte Zytokinproduktion einer 
bereits eingeleitete Hemmung der Apoptose entgegen steuern kann (Nishikawa et al., 2001). 
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2.4 Allgemeine MHC-vermittelte Antigenpräsentation und Modulation der 
MHC-Expression durch intrazelluläre Parasiten als Ausdruck einer 
möglichen Evasionsstrategie 
Während Antikörper antigene Determinanten in ihrer nativen dreidimensionalen Form binden, 
müssen Antigene für die Erkennung durch T-Lymphozyten (CD4
+
, CD8
+
) prozessiert werden. 
Dies leisten antigen-präsentierende Zellen (APC), wie z. B. Makrophagen und dendritische 
Zellen (DC). Die Produkte der Antigenprozessierung, kurze Peptide von 8-10 Aminosäuren, 
werden den T-Zellen dann im Komplex mit spezialisierten, zelleigenen 
Oberflächenmolekülen präsentiert, welche allgemein als MHC-Moleküle (major 
histocompatibilty complex) bezeichnet werden. Im Folgenden wird auf MHC-I-Moleküle, 
welche auf allen Zellen des Körpers exprimiert werden, sowie auf MHC-II-Moleküle, die 
hauptsächlich von professionellen APCs präsentiert werden, eingegangen.  
Sowohl MHC-I- als auch MHC-II-Moleküle werden im endoplasmatischen Retikulum 
synthetisiert. Die Wege der Antigenprozessierung und Peptidbindung an MHC-I- und MHC-
II-Molekülen unterscheiden sich jedoch sehr. 
Zusammen mit MHC-I-Moleküle werden hauptsächlich Peptidepitope von Proteinen 
präsentiert, welche im Zytosol der Zellen synthetisiert werden, wie z. B. Fremdproteine von 
Erregern, aber auch zelleigene Proteine. Einige dieser Proteine werden noch im Zytoplasma 
von Proteosomen in Peptide zerlegt. Die Peptide werden unter Verbrauch von ATP durch 
Transportmoleküle, wie z. B. das TAP (transporter associated with antigen processing), in das 
endoplasmatische Reticulum (ER) verlagert und dort auf neu synthetisierte MHC-I-Moleküle 
geladen. Durch die Peptidbindung werden die kurzlebigen Komplexe aus MHC-I-α-Kette und 
β2-Mikroglobulin stabilisiert und können über den Golgi-Apparat zur Zellmembran 
transportiert werden. Da CD8
+
-T-Zellen ihre antigenen Peptide in Verbindung mit MHC-I-
Molekülen erkennen, sind diese Zellen besonders befähigt zur Wahrnehmung und 
Bekämpfung von intrazellulären Parasiteninfektionen. 
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Die MHC-II-Moleküle entstehen zwar ebenfalls im ER, können dort aber nicht mit Peptiden 
beladen werden, da ihre Peptidbindungsfurche zunächst durch eine invariante Kette blockiert 
ist. Die invariante Kette sorgt auch dafür, dass die MHC-II-Moleküle in den Zellen einen 
anderen Weg einschlagen als die MHC-I-Komplexe. Sie gelangen in ein spezialisiertes, 
endosomales Kompartiment. In diesem Kompartiment treffen sie dann auf Peptidepitope, 
welche von Proteinantigenen im Extrazellulärraum stammen, aus dem sie von der APC aktiv 
aufgenommen wurden. Es herrscht eine saures Milieu in dem Proteasen aktiv sind, die 
aufgenommenen Antigene in Bruchstücke zerlegen. Auch die invarianten Ketten werden 
proteolytisch degradiert, bis nur noch kleine Peptide in der Furche übrig bleiben (class II-
associated invariant chain peptide, CLIP). Diese können gegen ein antigenes Peptidepitop 
ausgetauscht werden, und danach werden die MHC-II/Peptid-Komplexe an die Zelloberfläche 
verbracht. In Verbindung mit MHC-II werden also v. a. Epitope extrazellärer Antigene 
präsentiert. Das sind z. B. viele Viren, Bakterien und Parasiten (solange diese noch nicht eine 
Zelle infiziert haben) und körpereigene Serumproteine. 
Da das Erkennen infizierter Zellen durch T-Zellen in Verbindung mit MHC-Molekülen 
abläuft, könnte ein negativer Einfluss der Parasiten auf die Synthese dieser Moleküle 
gleichfalls als eine effiziente Evasionsstrategie angesehen werden. Solche Effekte sind für 
eine Reihe viraler und intrazellulärer bakterieller Erreger, aber auch für intrazelluläre 
Parasiten wie Leishmania (De Souza et al., 1995), Theileria (Oliver and Williams, 1996) und 
T. gondii (Lüder et al., 1998) beschrieben. Der Einfluss kann post-translational durch 
Degradation der Proteine, wie für L. amazonensis (De Souza et al., 1995) beschrieben, oder 
auf transkriptioneller Ebene geschehen, wie für T. gondii nachgewiesen. Im letzteren Fall 
wurde die Ursache in der Unterbindung des Kerntransports von phosphoryliertem STAT1α 
gesehen wird (Lüder et al., 2001).  
Für E. bovis sind bisher keine Untersuchungen zur Modulation von MHC-I- und MHC-II-
Moleküle bekannt. In dieser Hinsicht ist jedoch bemerkenswert, dass auch Endothelzellen 
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MHC-Moleküle auf der Zelloberfläche exprimieren und über Antigenpräsentation 
T-Lymphozyten aktivieren können (Benouchan et al., 2006; Methe und Edelman, 2006). Eine 
der Konsequenzen der E. bovis-Makromerontenentwicklung in einer lymphatischen 
Endothelzelle in vivo könnte der negative Einfluss von E. bovis auf die MHC-Expression sein, 
was für den intrazellulären Parasiten wiederum zum Vorteil gereichen könnte im Sinne einer 
Immunevasion.  
 
 
2.5 Zusammensetzung des Zytoskeletts der Wirtszelle und Beeinflussung über 
intrazelluläre Apikomplexa 
Grundsätzlich sind drei unterschiedliche Filamentarten im Zytoskelett der Wirtszelle zu 
finden: intermediäre Filamente, Mikrotubuli und Aktinfilamente. Die intermediären 
Filamente, wie z. B. Vimentin, geben der Zelle mechanische Stärke. Zusätzlich sind viele 
subzelluläre Organellen und Makromoleküle im Netzwerk der intermediären Filamente im 
Zytosol verankert (Steinert and Roop, 1988; Halonen et al., 1994). Mikrotubuli bestimmen 
dagegen u. a. die Position von Membran-umgebenen Organellen; sie sind direkt am 
intrazellulären Transport von Molekülen, aber auch an vielen Signaltransduktionswegen der 
Zelle beteiligt (Kreis, 1990; Downing and Nogales, 1998ab; Morrissette et al., 2004). Die 
Aktinfilamente spielen bei der Morphologie der Zelloberfläche und der Zellstabilität, aber 
auch bei der Lokomotion der Zellen eine essentielle Rolle (Janmay, 1991). Zusätzlich gehören 
akzessorische Proteine, wie das Ankyrin, Band 4.1 oder Spektrin, die zur Verbindung von 
Zytoskelettfilamenten mit anderen Zellorganellen dienen (Bennett, 1985; Bennett und 
Gilligan, 1993; Begg et al., 2000) und die ebenfalls an der Bildung oder Aufrechterhaltung 
von spezialisierten Membrandomänen (Bennett, 1990) beteiligt sind, zum Gesamtkomplex 
des Zytoskeletts.  
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Die Makromeronten von E. bovis erreichen eine Größe von > 300 m, was mit einer enormen 
Belastung für die parasitierte Zelle verbunden ist. Eine Zelle ist nur dann überlebensfähig, 
wenn sie physikalisch robust und intern adäquat strukturiert ist. Alle diese Voraussetzungen 
werden durch das Zystoskelett getragen und so ist anzunehmen, dass die E. bovis-
Makromerontenbildung in der Zelle mit Veränderungen des Zytoskeletts verbunden ist, um 
die mechanische Stabilität und Struktur der Wirtszelle zu garantieren. Der mögliche Einfluss 
von E. bovis-Makromeronten auf das Zytoskeletts der Wirtszelle sollte daher näher untersucht 
werden. Kenntnisse zu diesen biologischen Vorgängen wären dann übertragend auch für 
andere, sich ähnlich entwickelnde Eimeria-Arten bei Wiederkäuern (E. zuernii, 
E. aubernensis, E. ovinoidalis, E. ninakohlyakimovae, E. arloingi) dienlich.  
 
Es liegen bisher nur wenige Studien vor, die sich mit der Modulation des Zytoskeletts der 
Wirtszelle bei apikomplexen Parasiten beschäftigen. So finden sich z. B. Arbeiten zu 
T. gondii und C. parvum, aber über die Gattung Eimeria fehlen jegliche Studien zu diesem 
Thema. In Falle von T. gondii-infizierten VERO-Zellen konnte eine starke Umstrukturierung 
und Ansammlung von Vimetin um die neugeformte PV beobachtet werden (Halonen et al., 
1994). Bemerkenswerterweise war gegen Ende der T. gondii-Merogonie die Akkumulation 
von Vimentin hauptsächlich auf die PV konzentriert (Halonen et al., 1998). Weiterhin konnte 
für T. gondii gezeigt werden, dass die Mikrotubuli der Wirtszelle zur Ausbildung eines 
Transportsystems zur PV ausgenutzt wurden. Durch dieses tubuläre System können die 
Parasiten mit endolysosomalen Produkten versorgt werden (Coppens et al., 2006).  
Die Modulation von Aktinfilamenten scheint im Falle von T. gondii unabhängig von einer 
Phosphorylierung zu sein (Morisaki et al., 1995), was im Gegensatz zu Befunden bei 
C. parvum steht, wo es zu einer Phosphorylierung bestimmter Proteine über Proteinkinasen 
kommt (Forney et al., 1999), die wiederum die Polymerisierung von Aktin vorantreiben. 
T. gondii-induzierte Veränderungen der intermediären Filamente-, aber auch des Mikrotubuli-
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Systems, könnten zur Versorgung des Erregers mit Makromolekülen dienen, da über 
Interaktionen der beiden Systeme diese am intrazellulären Transport beteiligt sind (Kreitzer et 
al., 1999, Bonnet; 2001). Es wurde zudem spekuliert, dass die Ansammlung von Mikrotubuli 
um die PV bei T. gondii eine Art Barriere darstellt, die den Parasiten vor 
Abwehrmechanismen der Wirtszelle schützt, indem es die Fusion mit Phagolysosomen 
verhindert (Andrade et al., 2001).  
Die C. parvum-vermittelte Beinträchtigung des Aktinfilament-Systems der Wirtszelle durch 
Proteinkinasen resultiert in einer Zunahme und Reorganisation der Aktinfilamente an der 
basalen Seite der neuen PV-Membran (Forney et al., 1999). Dabei entsteht eine dicke, 
kompakte Aktinfilament-Schicht, welche zur Stabilisierung der entstehenden Meronten 
innerhalb der Zelle dient (Forney et al., 1999). Diese Befunde lassen sich auch auf 
molekularbiologischer Ebene bestätigen, da in C. parvum-infizierte Epithelzellen eine 
Hochregulation von diversen Genen beobachtet werden konnte, die bei der Aktin- und 
Mikrotubuli-Polymerisation eine entscheidende Rolle tragen (Deng et al., 2004). 
Ziel dieser Arbeit war es, die Veränderungen des Zytoskeletts im Verlauf der ersten 
Merogonie von E. bovis in zwei bovinen Endothelzelllinien (BUVEC, BSLEC) zu erfassen, 
insbesondere unter Berücksichtigung der Zytoskelettelemente Tubulin, Aktin, Spektrin und 
Vimentin.  
 
 
2.6 Fortbewegung und „klassische“ Wirtszellinvasion bei Apicomplexa 
Vertreter der Apicomplexa besitzen eine Reihe von spezifischer, morphologischer Merkmale. 
So sind z. B. eine bananenförmige, gestreckte Form und das Vorhandensein charakteristischer 
Organellen am apikalen Pol (apikaler Komplex, daher der Name des Stammes) für die 
invasiven Stadien der Parasiten dieses Stammes typisch (Levine, 1970).  
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Apicomplexa verfügen nicht über Organellen, die der Fortbewegung dienen könnten, wie z. 
B. Zillien, Flagellen oder Lobopodien, sind aber trotzdem in der Lage, sich über Oberflächen 
zu bewegen. Diese Bewegung wird als „gliding motility“ bezeichnet (Soldati und Meissner, 
2004). Bei dieser im ganzen Tierreich einzigartigen Fortbewegung spielen insbesondere die 
äußere Wandung der Parasiten und die im Apikalkomplex lokalisierten Mikronemen eine 
entscheidende Rolle. Die Sporozoiten und Merozoiten sind von einer äußeren Wand, der sog. 
Pellikula, umgeben, die eine komplexe Struktur aufweist. Die Pellikula besteht aus einer 
äußeren Membran, einem inneren Membrankomplex (IMC) und einer dazwischenliegenden 
osmiophoben Schicht (Roberts and Hammond, 1970). Als Teil der osmiophoben Schicht 
wurden bisher eine Vielzahl von Proteinen beschrieben, die vermutlich sowohl für die 
„gliding motiliy“ als auch für die aktive Invasion von Nöten sind (Soldati und Meissner, 
2004). Zum IMC zählt ein Myosin A-Proteinkomplex, welcher mit dem in der äußeren 
Membran verankerten Aktin (Bergman et al., 2003; Soldati und Meissner, 2004). Bei der 
„gliding motility“ findet über eine kurzfristige Polymerisierung des Aktins mittels des Aktin-
Myosin-Motors und nachfolgenden Verbindung mit zusätzlichen Proteinen, v. a. 
Mikronemen-Proteinen, eine Bewegung der Parasiten statt. Die „gliding motility“ bei 
Apicomplexa ist die Voraussetzung für die später folgende Zellinvasion (Carruthers und 
Sibley, 1997; Tomley und Soldati, 2001). 
Es wird vermutet, dass die Protrusion des am apikalen Ende der invasiven Stadien 
lokalisierten Konoids eine mechanische Rolle bei der Penetration von Wirtszellen spielt 
(Chobatar und Scholtyseck, 1982; Dubremetz, 1993; Mondragon und Frixione, 1996). Die 
apikomplexen Parasiten infizieren typischerweise eine Wirtszelle unter Bildung und 
Internalisierung einer PV, die den intrazellulären Erreger vollständig umgibt. Beim 
Eindringen der Parasiten in die Wirtszellplasmamembran, werden proteolytische Enzyme 
freigesetzt, u. a. aus den Rhoptrien (Perkins, 1992; Dubremetz, 1993), Mikronemen und 
Dichten Granula, deren Sekretion im Verlauf des Invasionsvorganges zeitlich abgestimmt ist 
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(Carruthers und Sibley, 1997). Die Mikronemenproteine werden unmittelbar vor und während 
der Invasion der Wirtszelle sezerniert (Tomley und Soldati, 2001). Die Sezernierung erfolgt 
über das vorgestreckte Konoid, vermutlich über die Fusion einzelner Mikronemen-Vesikel 
mit der äußeren Membran (Carruthers und Sibley, 1999). Nach der Sekretion werden 
Mikronemenproteine auf der Pellikulaoberfläche mit Hilfe eines pellikulären Aktin-Myosin-
Motors vom apikalen Pol in Richtung Hinterende des Parasitens verbracht. Man vermutet, 
dass durch die Verlagerung von adhäsiven Mikronemenprotein-Komplexen vom apikalen 
zum distalen Pol letztendlich die Vorwärtsbewegung des Parasitens stattfindet (Carruthers 
und Sibley, 1999; Bumstead und Tomley, 2000). 
Rhoptrienkomponenten werden zeitlich erst nach der Reorientierung des Parasitens mit dem 
apikalen Pol zur Wirtszellmembran und während des Eindringens sezerniert (Suss-Toby et al., 
1996). Dabei scheinen Rhoptrienproteine nicht nur eine Lyse der Wirtszellmembran zu 
induzieren, sondern zudem an der Bildung der PV beteiligt zu sein (Sam-Yellowe, 1996). Die 
aus den Rhoptrien sezernierten Proteine spielen hier insbesondere eine Rolle in der 
Umformung der Wirtszellmembran zur eigentlichen PV-Membran (Mordue et al., 1999a). Die 
Eigenschaften dieser Hybridmembran sollen unter anderem eine Fusion der PV mit 
Lysosomen der befallenen Wirtszelle verhindern (Joiner, 1991; Mordue et al., 1999b; 
Lingelbach, 2001). Wirtszelloberflächenrezeptoren wie FcR, MHC-I und MHC–II werden 
während der Bildung der PV-Membran entfernt. Ferner fehlen der PV-Membran lysosomale 
Kompartimentsmarker und Fusionsproteine (z. B. rab5, rab7, NSF), so dass insgesamt die 
Rekrutierung und Fusionierung mit Lysosomen verhindert wird (Mordue und Sibley, 1997, 
Mordue et al., 1999a).  
Im Unterschied zu Mikronemen und Rhoptrien wird der Inhalt der Dichten Granula  nicht 
über den apikalen Bereich des Parasitens, sondern durch Exozytose (Daszak et al., 1993; 
Dubremetz et al., 1998) freigesetzt. Diese Freisetzung der Proteine in die PV erfolgt nach der 
Invasion des Parasitens in die Wirtszelle (Leriche und Dubremetz, 1990). Unter den Proteinen 
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der Dichten Granula befinden sich Nukleosid-Triphosphat-Hydrolasen (Sibley et al., 1994); 
Proteaseinhibitoren (Morris et al., 2002) und sog. „Dichte Granula-spezifische Proteine“ 
(GRA) (Cesbron-Deluw, 1989; Carey et al., 2000; Adjogble et al., 2004), deren Funktion 
nicht vollständig geklärt ist. Einige Dichte Granula-Proteine (z. B. GRA3, GRA5) werden in 
die PV-Membran integriert, andere (z. B. GRA1, GRA2) sind zwischen PV-Membran und 
Pellikula lokalisiert (Lecordier et al., 1993). Wiederum andere GRA-Proteine scheinen eine 
Funktion bei der aktiven Zellinvasion der Parasiten zu haben, da unter Verwendung von 
gegen GRA-Proteine von T. gondii gerichtete monoklonaler Antikörper die Invasion von 
Tachyzoiten in Wirtszellen in vitro und in vivo beeinträchtigt werden konnte (Cha et al., 
2001). 
 
 
2.6.1  „Alternativer“ Invasions- und Egressmechanismus bei Apicomplexa   
Die im Dünndarm freigesetzten E. bovis-Sporozoiten müssen Endothelzellen der zentralen 
Lymphkapillaren der Ileumzotten infizieren, um dort Makromeronten zu bilden. Bisher ist 
noch unklar, wie E. bovis-Sporozoiten diese Wirtszellen erreichen. Wenn Sporozoiten auf 
direktem Weg zu den Lymphkapillaren wandern, müssen sie zunächst durch die luminal 
gerichtete Ileum-Epithelzellschicht migrieren. Wenn man sich den komplexen 
Invasionsprozess bei Apicomplexa vor Augen führt, u. a. die Sezernierung diverser Proteine 
und Bildung einer PV, erscheint es wahrscheinlich, dass die Transmigration durch die 
Epithelzellschicht über andere Wege, wie z. B. über eine parazelluläre Route zustande 
kommen könnte. Beobachtungen in der in vitro-Kultur von Eimeria spp. zeigen immer wieder 
rasche Invasions- und Egress-Versuche von Sporozoiten, wobei die dabei durchwanderten 
Wirtszellen nicht stark geschädigt werden (Fayer and Hammond, 1967; Danforth et al., 1984; 
Danforth et al., 1992; Chobatar et al., 1993). In diesem Zusammenhang sind intrazelluläre 
Eimeria-Sporozoiten, die ohne PV-Membran im Zytosol der Zelle liegen, bereits mehrfach 
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beschrieben worden (Long und Speer, 1977; Danforth et al., 1984; Danforth et al., 1992; 
Chobatar et al., 1993).  
Kalzium-Ionen scheinen bei der Invasion und beim Egress der Apicomplexa eine besondere 
Rolle zu spielen (zusammenfassend bei Arrizabalaga und Boothroyd, 2004). So kann durch 
Erhöhung des intrazellulären Kalziums über Kalziumionophore der Egress von T. gondii-
Tachyzoiten aus infizierten Zellen induziert werden (Endo et al., 1982; Stommel et al., 1997). 
Auch in Sarcocystis neurona-infizierten Zellkulturen konnte ein synchronisierter Merozoiten-
Egress über die Zugabe eines Kalziumionophors erzielt werden. Ebenso wurde über 
Mikroinjektion der Wirtszelle der Egress von T. gondii-Tachyzoiten provoziert (Schwab et 
al., 1994). Dieser Egress scheint, zumindest in  T. gondii-infizierten Humanfibroblasten, über 
eine erhöhte Permeabilität der Wirtszellmembran zustande zu kommen (Moudy et al. 2001). 
Letztere Autoren vermuten jedoch, dass die Permeabilitätsveränderung eher von einer 
intrazellulären Kalium- als von einer Kalzium-Zunahme abhängig ist.  
Die biologische Bedeutung des Parasiten-Egresses bereits kurz nach der Invasion könnte darin 
liegen, dass der intrazelluläre Erreger auf diesem Weg in der Lage wäre eine subvitale oder 
anderweitig ungeeignete Zelle sofort wieder zu verlassen. Invasions- und Egress-
Mechanismen sind sehr raschablaufende Prozesse (< 60 Sekunden) und könnten eine 
essentielle Strategie für das Überleben der Parasiten im Wirt darstellen, der sich auf diese 
Weise dem Immunsystem des Wirtes rasch entziehen kann. Insbesondere für Sporozoiten 
dürften diese Mechanismen eine entscheidende Rolle spielen, da sie als erste Stadien mit 
Immunreaktionen des Wirtes konfrontiert werden und ihre erfolgreiche Replikation in der 
Wirtszelle die nächste Parasitengeneration absichern muss.  
 
Infizierte Zellen können sich zudem selbst aktiv gegen eindringende Pathogene wie Eimerien 
über nicht-adaptative, intrazelluläre Mechanismen wehren, so z. B. über die Expression von 
Defensinen (Alcala et al., 2007). Über einen raschen Egress hätte der Sporozoit die 
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Möglichkeit, sich einem solch adversen Milieu zu entziehen. Beobachtungen zu raschen 
Invasions- und Egress-Versuchen von Sporozoiten wurden auch bei P. berghei- und P. yoelii-
Infektionen in vitro gemacht (Mota und Rodriguez 2000, Mota et al., 2001; Nichols und 
Rodriguez, 2001). Diese Autoren postulieren einen „alternativen“ Invasionsmechanismus, der 
lediglich eine kurze Verletzung der Zelle, nicht jedoch die Bildung einer PV beinhaltet (Mota 
und Rodriguez, 2000, 2001; Mota et al., 2001). Die Verletzung der Wirtszellmembran durch 
den Sporozoiten bleibt dabei weitestgehend ohne Konsequenzen für die Wirtszelle (Mota et 
al., 2001) und Zellen werden schnell innerhalb von 1-2 Sekunden (P. yoelii) durchwandert. 
Diese Fähigkeit, Zellen zu durchwandern, könnte den Sporozoiten erlauben, physikalische 
Barrieren zu durchbrechen um an ihre Zielzelle zu gelangen. So müssen Plasmodium-
Sporozoiten kurz nach dem Anopheles-Stich zunächst rasch in Blutgefäße eindringen, um von 
dort in die Leber zugelangen, wo sie wiederum das Endothelium durchbrechen müssen um 
anschließend Hepatozyten zu infizieren, die die eigentlichen Wirtszellen dieser 
Parasitenstadien darstellen. 
Eine weitere Bedeutung des „alternativen“ Invasionsmechanismus von Sporozoiten könnte in 
der Immunevasion liegen. Mota und Rodriguez (2001) zeigten, dass im Zytosol einer bereits 
von P. yoelii-Sporozoiten durchwanderten Zelle Parasitenantigene nachweisbar waren. Sollte 
diese Zellen über zytotoxische T-Zellen eliminiert werden, obwohl sie keine Sporozoiten 
mehr enthalten, könnten über diese Ablenkung der Immunzellen die tatsächlichen 
Entwicklung der Meronten in anderen Wirtszellen gesichert werden. Die detaillierten 
Mechanismen der Wanderung, Invasion und Egress von E. bovis-Sporozoiten sind 
weitestgehend unbekannt und sollen in dieser Arbeit ebenfalls näher untersucht werden.  
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2.7  Sporozoiten- und Merozoiten I-Antigene von Eimeria bovis 
E. bovis exprimiert art-, stamm- und stadienspezifische Antigene, von denen anzunehmen ist, 
dass sie sowohl in unterschiedlicher Weise an der Induktion einer Immunantwort beteiligt 
sind als auch im Rahmen von Evasionsstrategien zum Tragen kommen. 
Sowohl Sporozoiten als auch Merozoiten I verfügen über zahlreiche Proteine im Bereich von 
15 bis 215 kDa (Reduker und Speer, 1986b); spezifisch für Merozoiten I sind Proteine von 
15, 17, 39, 152 und 180 kDa; spezifisch für Sporozoiten sind Proteine von 12, 45 und drei 
Proteine von > 125 kDa. Zusätzlich sind in Sporozoiten drei sehr intensiv anfärbbare 
Proteinbanden von 20, 28 und 32 kDa nachweisbar, die nicht oder nur sehr schwach bei 
Merozoiten I auftreten. Im Immunoblot mit Immunseren experimentell E. bovis-infizierter 
Kälber reagierten zahlreiche Merozoitenantigene im Bereich von 18 bis 215 kDa, wobei eine 
sehr intensive Immunmarkierung von 152- und 182-kDa-Merozoitenantigenen sowie von 
verschiedenen Sporozoitenantigenen von 28 bis 152 kDa zu beobachten waren. Neben 
stadienspezifischen Antigenen konnten vier Antigene mit Molekulargewichten von 58, 70, 83 
und 98 kDa nachgewiesen werden, die sowohl bei Sporozoiten als auch bei Merozoiten I 
auftraten (Reduker und Speer, 1986). Bei der radioaktiven Markierung von 
Oberflächenproteinen wurden nur wenige Proteine an der Oberfläche der Parasitenstadien 
identifiziert: bei Merozoiten I waren es mehrere Proteine im Bereich von 15 bis 18 kDa, bei 
Sporozoiten wurden drei Oberflächenproteine von 28, 77 und 183 kDa nachgewiesen. Bei 
weiteren Untersuchungen zur radioaktiven Markierung von Oberflächenproteinen von 
Merozoiten I wurde zusätzlich ein Protein von 71-72 kD identifiziert (Robertson et al., 1988).  
 
Aus E. bovis-Merozoiten I wurde ein Homolog zu dem bereits vielfach in eukaryotischen 
Zellen beschriebenen HSP90 nachgewiesen (Clark et al., 1996). Abgeleitet von Ergebnissen 
für HSP90 bei P. falciparum zogen Clark et al. (1996) in Betracht, dass das HSP90 von E. 
bovis an der Bildung der PV beteiligt sein könnte. 
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Ein Oberflächenprotein von 20 kDa (P20) wurde bei E. bovis-Sporozoiten beschrieben 
(Whitmire et al., 1988). Die Autoren vermuten, dass P20 in Rhoptrien und Mikronemen 
synthetisiert und anschließend zum apikalen Bereich transportiert wird, von wo aus nach 
Sekretion die Einlagerung ins Plasmalemma stattfindet. P20 wird offensichtlich nur während 
der beginnenden Merogonie in die PV abgegeben (Whitmire et al., 1988; Speer und 
Whitmire, 1989). 
Abrahamsen et al. (1994b) beschrieben zwei weitere Antigene von 23 und 28 kDa, die 
Bestandteile der refraktilen Körperchen von E. bovis-Sporozoiten sind. Diese Antigene 
werden im Verlauf der ersten Merogonie sowohl in die PV integriert als auch in das 
Zytoplasma der Wirtszelle abgegeben (Abrahamsen et al., 1994b).  
Unter nicht-reduzierenden Bedingungen beschrieben Heise et al. (1999a) kohlenhydrathaltige 
Antigene bei Merozoiten I, darunter Antigene von > 200, 180, 135, 110, 83, 67 kDa und im 
Bereich von 80-77. Glykosilierte Antigene befinden sich auf der Oberfläche, in den Rhoptrien 
sowie in den Mikronemen von E. bovis-Merozoiten I. Heise et al. (1999b) beobachteten 
zudem auf der Oberfläche von Merozoiten I, Sporozoiten sowie in den Merozoiten-Rhoptrien 
phosphorylcholinhaltige (PC) Epitope. Weiterhin konnten PC-Epitope in in vitro-Kulturen 
direkt nach der Invasion der Wirtszelle kappenförmig am posterioren Pol der Sporozoiten 
nachgewiesen werden. Weitere Antigene von Merozoiten I, Moleküle mit einer Masse von 
135 und 200 kDa aus Amylopektingranula, reagierten mit monoklonalem Antikörpern gegen 
E. bovis-Merozoiten I. Auch hier waren PC-Epitope zu vermuten, denn nach einer 
Behandlung der Merozoiten I mit Phospholipase C wurden diese Antigene nicht mehr erkannt 
(Heise et al., 1999c). 
Ein relativ neu beschriebenes Antigen von Eimerien des Rindes, welches eine hohe 
Homologie mit dem E. acervulina-3-1E-Antigen beim Huhn aufweist, verfügt über 
interessante Eigenschaften: Es wurde sowohl als potenter Stimulator für die IL-12-Produktion 
im Darm sowie als Suppressor von Darmtumoren beschrieben (Rosenberg et al, 2005). 
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Unter Verwendung von cDNA-Banken aus Merozoiten I konnte eine ungewöhnliche 
Serin/Threonin-Proteinkinase mit Calmodulin-ähnlicher Domäne (EbCDPK I) identifiziert 
werden (Dyachenko, 2006). Nach der Sequenzanalyse ließen sich mehrere funktionelle 
Domänen ermitteln: eine katalytische Serin/Threonin-Kinasedomäne und eine Calmodulin-
homologe Domäne mit 4 Calmodulinbindungsstellen. Weiterhin weist die EbCDPK I eine 
hohe Homologie zu anderen CDPKs im Stamm der Apicomplexa auf. Fluoreszenzstudien 
zeigten, dass EbCDPK I sowohl in Sporozoiten als auch in Merozoiten I vorwiegend im 
apikalen Bereich lokalisiert war. Nach PAGA-Fixierung wurde EbCDPK I dagegen in beiden 
Stadien auf der Parasitenoberfläche nachgewiesen (Dyachenko, 2006). 
  
 
2.7.1 Parasitenspezifische Antigene auf der Oberfläche Apicomplexa-infizierter 
Wirtszellen 
Das Auftreten parasitenspezifischer Komponeten auf der Oberfläche infizierter Zellen ist ein 
bekanntes Phänomen, dass bei verschiedenen Vertretern der Apicomplexa  wie z. B. bei 
Plasmodium, Babesia oder Theileria bereits beschrieben wurde. Zu E. bovis wurden zu 
diesem Thema bisher keine Untersuchungen durchgeführt. 
Schon 1979 konnten Schmidt-Ullrich et al. zwei P. falciparum-Glykoproteine von 65 und 90 
kDa auf der Oberfläche eines infizierten Erythrozyten darstellen. Immunisierungen von 
Primaten mit dem P. falciparum-65 kDa-Protein bewirkten eine kreuzreaktive Protektion 
gegen P. knowlesi-Infektionen. Ein anderes, P. knowlesi-spezifisches Oberflächenprotein von 
Erythrozyten, das sog. 74 kDa-Antigen, wurde von Schmidt-Ullrich et al. (1983) aufgereinigt 
und für Immunisierungsstudien erfolgreich verwendet. Es induzierte eine protektive 
Immunität gegenüber einer ansonsten tödlich verlaufenden P. knowlesi-Infektion bei 
empfänglichen Affen. 
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Auch bei P. yoelii konnte ein 230 kDa-Antigen auf der Oberfläche Meronten-tragender 
Erythrozyten nachgewiesen werden (Holder und Freemann, 1981). Mit diesem Protein 
immunisierte Mäuse waren vor einer P. yoelii-Primärinfektion geschützt. Resultate von David 
et al. (1984) zeigten, dass dieses Antigen einen Hauptbestandteil der Erytrozytenoberfläche 
darstellt und in erster Linie bei unreifen Merontenstadien exprimiert wird. In der Spätphase 
der Merontenreifung von P. yoelii wird dieses Protein dann in verschiedene Polypeptide (75, 
57, 50 und 43 kDa) zerlegt (David et al., 1984). 
Die Anwesenheit von parasiten-spezifischen Antigenen auf der Oberfläche Meronten-
tragender Erythrozyten konnte für P. falciparum gleichermaßen gezeigt werden (Perrin und 
Dayal, 1982). Die Autoren konnten mindestens drei Oberflächenantigenen von > 200, 82 und 
41 kDa eine schützende Funktion zuordnen. Zwei dieser Antigene (200 und 82 kDa) werden 
besonders stark gegen Ende der Merogonie exprimiert. Ein anderes, stadienspezifisches 
Antigen von P. falciparum, RESA/PF 155, das auf der Erythrozytenmembran nachgewiesen 
werden kann, ist in Studien von Brown et al. (1985) als ein Produkt der Ringformen und 
Merontenstadien näher charakterisiert worden. Die Autoren spekulieren über eine rasche 
Synthese von RESA-Antigenen während der Merogonie, die dann auf die 
Erythrozytenmembran gelangen. Das RESA/Pf 155-Antigen wurde in Dichten Granula von 
P. falciparum-Merozoiten nachgewiesen (Aikawa et al., 1990). Nach Foley et al. (1990, 1991) 
kann das RESA/Pf 155-Antigen durch die Verwendung von Detergentien wie Triton X-100 
nicht aus der Erythrozytenmembran gelöst werden. Die Autoren vermuten daher eine starke 
Bindung des Antigens an das Spektrin des Zytoskeletts der infizierten Erythrozyten und 
spekulieren, dass sich so die Überlebenszeit der Erythrozyten in der peripheren 
Blutzirkulation verlängern könnte. Immunisierung mit RESA/Pf 155-Antigen führte bei 
Kindern in Papua-Neuguinea zu einer signifikanten Reduktion der Parasitämie (Genton and 
Corredan, 2002). 
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Howard et al. (1983) beschrieben zwei Proteine von 200 und 350 kDa auf der Oberfläche von 
P. knowlesi-infizierten Erythrozyten und bezeichneten diese als SICA-(schizont-infected cell 
agglutination) Proteine. Das dazu homologe Protein von P. falciparum ist PfEMP1 (P. 
falciparum erythrocyte membrane protein) (Leech et al., 1984). Beide Antigene sind nur 
schwer löslich mit nicht-ionischen Detergentien, so dass für die Extraktion der Proteine aus 
der Erythrozytenmembran SDS benötigt wurde (Aley et al., 1984). Das PfEMP1 gehört zu 
einer hochvariablen Proteinfamilie, den Var-Proteinen, für die 50-150 Gene einer 
Multigenfamilie kodieren (Su et al., 1995) und die in den Ringstadien aufeinanderfolgend 
synthetisiert werden (Scherf et al., 1998). PfEMP1 findet sich in Vorwölbungen der 
Erythrozytenmembran, den sog. „knobs“, die durch Zusammenlagerung mit einem anderen 
Parasitenprotein, dem „knob-associated histidine rich protein“ (KAHRP), entstehen (Crabb et 
al., 1997). Durch seine adhäsiven Eigenschaften zum Endothel ist PfEMP1 sowohl wichtig im 
Rahmen der Immunevasionsstrategie der Plasmodien (vgl. Carig und Scherf, 2001) als auch 
in der Malaria-Pathogenese (Magowan et al., 1988). Das PfEMP1 bindet an das 
Adhäsionsmolekül ICAM-1 (Roberts et al., 1992) und ist somit an der Sequestration von 
parasitierten Erythrozyten in peripheren Blutgefäßen beteiligt (Howard und Gilladoga, 1989). 
Chen et al. (2002) konnten als PfEMP1-Liganden zusätzlich das Adhäsionsmolekül PECAM 
1/CD31, das Blutgruppen A-Antigen, IgM und P-Selektin identifizieren. Rowe et al. (2002) 
zeigten zudem, dass andere Var-Gen-kodierte Proteine von P. falciparum bei der 
diaplazentaren Übertragung des Parasitens eine wichtige Rolle spielen, indem sie an das 
Chondroitinsulfat A in der Plazenta binden. Ein weiteres Antigen bei P. falciparum, das 
Phosphoprotein PfEMP2, ist zum größten Teil unlöslich in Triton X-100 und wird frühstens 
bei Ringformen bis zur Spätphase der Merogonie synthetisiert (Coppel et al., 1986; Howard et 
al., 1987). Inzwischen wurden mindestens sieben weitere Genfamilien identifiziert, die für 
Proteine auf der Erythrozytenmembran kodieren, allerdings konnte in den meisten Fällen 
bisher keine Funktion zugeordnet werden (Craig und Scherf, 2001).  
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Auch bei Babesia bovis treten auf der Membran infizierter Erythrozyten Parasitenantigene 
auf. Ähnlich den „knobs“ bei P. falciparum-infizierten Erythrozyten befinden sie sich in 
Protuberantien auf der Erythrozytenoberfläche (Aikawa et al., 1985; Allred et al., 1993). Da 
ebenfalls eine klonale Variation der Oberflächenantigene bei B. bovis-infizierter Erythrozyten 
gezeigt werden konnte, wurde eine ähnliche Situation wie bei PfEMP1 vermutet (Allred et al., 
1993). In weiteren Studien (Allred et al., 1994; O’Connor et al., 1997) wurden in diesem 
Zusammenhang zwei parasitäre Komponenten von 118 und 113 kDa auf der Zelloberfläche 
nachgewiesen. Diese Proteine formen ein Heterodimer, welcher als VESA1 (varient 
erythrocyte surface antigen 1) bezeichnet wird (O’Connor et al., 1997) und von einer 
polymorphen Multigen-Familie kodiert wird (Allred et al., 2001). Zwar adhärieren B. bovis-
infizierte Erythrozyten ähnlich wie P. falciparum-infizierte Erythrozyten an Endothelzellen 
unter Beteiligung von VESA1, jedoch sind die verantwortlichen Domänen des Proteins noch 
nicht identifiziert (O’Connor und Allred, 2000; Allred et al., 2000). 
Andere Untersuchungen zu Babesia-Antigenen auf der Oberfläche infizierter Erythrozyten, 
machen deutlich, dass es sich um mehr als nur VESA-Antigene handeln dürfte. So konnten 
sieben verschiedene Proteine (38–240 kDa) auf der Oberfläche infizierter Erythrozyten 
identifiziert werden. Interessanterweise findet sich bei B. bigemina mit RAP-1 (rhoptry-
associated protein 1) auch ein Rhoptrien-Antigen auf der Oberfläche infizierter Erythrozyten 
(Videtto et al., 1995).  
Studien über parasitäre Antigene auf der Oberfläche Theileria-infizierte Zellen betreffen 
beide Wirtszelltypen im Säugetier-Zwischenwirt, Lymphozyten und Erythrozyten. Drei 
parasitäre Antigene von 20, 58 und 99 kDa konnten auf der Oberfläche T. annulata-infizierter 
Lymphoblastoidzellen nachgewiesen werden (Schiels et al., 1989). In einer anderen Studie 
ließen sich auf T. annulata-infizierten, mononukleären Zellen verschiedene Antigene 
nachweisen, von denen eines ausschließlich bei virulenten Theileria-Stämmen zu beobachten 
war (Preston et al., 1998). Untersuchungen zu Theileria-infizierten Erythrozyten liegen von 
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T. equi (früher Babesia equi) beim Pferd vor. Knowles et al. (1997) beschrieben zwei 34 bzw. 
30 kDa große, als EMA-1 (equi merozoite antigen 1) und EMA-2 bezeichnete Moleküle, die 
untereinander stark homolog waren. Wie auch in anderen Fällen konnten den Antigenen 
bisher keine Funktionen zugeordnet werden.  
Im Bezug auf die Expression parasitenspezifischer Antigene E. bovis-infizierter Wirtszellen 
bzw. ihrer Oberfläche fehlen entsprechendeVeröffentlichungen. In diesem Zusammenhang 
erscheint es von Interesse, dass sich auf der Oberfläche von E. bovis-Meronten-tragender 
Wirtzellen immunreaktives Material nachweisen lässt, das Antikörper aus immunen Kälbern 
bindet (Zahner und Hermosilla, pers. Mittlg.). In der vorliegenden Arbeit sollte daher dieses 
Oberflächenmaterial nicht nur dargestellt sondern auch näher charakterisiert werden. 
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3 METHODEN 
 
3.1 In den vorgelegten Veröffentlichungen verwendete Methoden  
 Semiquantitative Realtime RT-PCR  
 FACS-Analyse  
 Konfokal- und Immunelektronenmikroskopie (Präembedding- und Postembedding- 
Methoden) 
 Messung der Adhäsion von Immunzellen mittels der Parallelen Durchflusskammer 
 Gewinnung und Kultivierung von Primärendothelzellen (BUVEC, BAEC, PUVEC, 
HUVEC, BSLEC) und bovinen Gastrointestinalzellen (BFGC, BCEC) 
 Kultivierung von MDBK- und VERO-Zellen  
 Gewinnung und Kultur boviner PMN  
 Cell Wound-Assay  
 Phagotest - und Phagoburst -Assay 
 Tunel -Assay  
 Caspase-3-Assay (EnzCheck  Caspase 3) 
 Annexin V-Assay (FITC-Apoptosis Detection Kit )  
 Cytochrome C-Assay (Zymed  Cytochrome C ELISA)  
 Färbungen von Parasitenstadien mit CFSE-, Texas Red-, Toto-3-, und Hoechst 33342-
Fluoreszenzfarbstoffen  
 Exzystierung von Eimeria bovis-Oozysten und Gewinnung von Sporozoiten  
 In vitro-Kultur von Eimeria bovis zur Produktion von Merozoiten I und Herstellung 
von Merozoiten I-Antigen  
 In vitro-Kultur von Neospora caninum und Toxoplasma gondii zur Produktion von 
Tachyzoiten  
 Indirekter Immunofluoreszenztest (IIFT)  
 Charakterisierung parasitenspezifischer Antigene auf der Wirtszelloberfläche 
(Natriumchlorid-, Phospholipase C-, Proteinase K- CHAPS, Triton X 100-, Triton X 
114-, Triton X 405-Behandlungen)  
 Affinitätsreinigung von Rinderinfektionsseren an Eimeria bovis-Meronten I-tragenden 
BFGC 
 SDS-PAGE- und Immunoblot-Analysen 
 Immunisierung von Ratten mit Eimeria bovis-Merozoiten I 
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Weiterhin wurden folgende Methoden in der vorliegenden Arbeit verwendet: 
 
3.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM) 
 
Lösungen und Reagenzien: 
 PBS für Elektronenmikroskopie (PBS-E, pH 7,4): 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,42 g 
Na2HPO4; 0,2 g KH2PO4; Aqua dest. ad 1000 ml  
 1,5 %iges Glutaraldehyd (Stammlösung 25 %, Serva) in HBBS (Hank’s balanced salt 
solution; Gibco) 
 1 M Cacodylatpuffer (pH 7,2): 107 g Dimethylarsinsäure (Merck) gelöst in 400 ml 
Aqua dest., mit 0,4 M HCl auf pH 7,2 eingestellt; anschließend auf 500 ml Aqua dest. 
aufgefüllt  
 1 % Osmiumtetroxid (Roth) in 0,166 M Cacodylatpuffer 
 Alkoholreihe: 50, 70, 80, 96 und 100 % Ethanol  
 
Durchführung 
BUVEC wurden auf Glass-Coverslips (10 mm Durchmesser, Nunc) angezüchtet und mit 
E. bovis-Sporozoiten infiziert. Nach 10, 15 und 30 min, 1 Tag, 3, 5 , 8 und 15 Tagen wurden 
die infizierten BUVEC-Monolayer in PBS-E dreimal gewaschen und mit 1,5 %iger 
Glutaraldehydlösung in HBBS 1 h bei 4 C fixiert. Die fixierten Zellen wurden anschließend 
dreimal mit HBBS gewaschen und in 1 % Osmiumtetroxid in 0,166 M Cacodylatpuffer 
nachfixiert. Nach drei weiteren Waschungen in Aqua dest. (jeweils 20 min bei 4 C) wurden 
die fixierten Zellen nach Standardverfahren in einer ansteigenden Ethanolreihe dehydriert und 
einer „critical-point-Trocknung“ mit CO2 unterzogen. Anschließend wurden die Präparate 
nach Standardverfahren mit Gold gespottet (siehe Dykstra, 1993) und mit einem 
Rasterelektronenmikroskop (Philips PSEM 500) untersucht. 
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3.3 Transmissionselektonenmikroskopie (TEM) 
Lösungen und Reagenzien: 
 PBS für Elektronenmikroskopie (PBS-E, pH 7,4): 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,42 g 
Na2HPO4; 0,2 g KH2PO4; Aqua dest. ad 1000 ml  
 1,5 %iges Glutaraldehyd (Stammlösung 25 %, Serva) in HBBS (Hank’s balanced salt 
solution; Gibco) 
 1 M Cacodylatpuffer (pH 7,2): 107 g Dimethylarsinsäure (Merck), gelöst in 400 ml 
Aqua dest., mit 0,4 M HCl auf pH 7,2 eingestellt; anschließend auf 500 ml Aqua dest. 
aufgefüllt  
 1 % Osmiumtetroxid (Roth) in 0,166 M Cacodylatpuffer 
 2 % Uranylacetat (Roth) 
 Propylenoxid (Roth) 
 Epon (Roth) 
 Alkoholreihe: 30, 50, 70, 80, 90, 96, 100 % Ethanol 
 
Durchführung 
BFGC wurden in Zellkulturflaschen (Nunc, 25 cm
2
)
 
 angezüchtet und mit E. bovis-
Sporozoiten infiziert. Einen Tag, 3, 5, 8 und 15 Tage p. i. wurden die infizierten BFGC-
Monolayer in PBS-E dreimal gewaschen und mit 1,5 %iger Glutaraldehydlösung in HBBS 1 
h bei 4 C fixiert. Die fixierten Zellen wurden anschließend mit Hilfe eines Zellschabers 
(Nunc) vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst und mitsamt der Fixierlösung in ein 
Zentrifugenröhrchen (Nunc) überführt. Nach Zentrifugation (400 x g, 10 min) wurde der 
Überstand verworfen, das Pellet in 0,1 M Cacodylatpuffer aufgenommen und bis zur weiteren 
Verarbeitung bei 4 C aufbewahrt. Das Pellet wurde vor Einbettung 2 x in 0,1 M 
Cacodylatpuffer gewaschen und anschließend in 1 % Osmiumtetroxid in 0,166 M 
Cacodylatpuffer für 2 h nachfixiert. Nach drei weiteren Waschungen in Aqua dest. (jeweils 
20 min bei 4 C) wurden die fixierten Zellen in 2 % Uranylacetat inkubiert (10 min) und nach 
Standardverfahren in einer ansteigenden Ethanolreihe dehydriert. Für die Einbettung wurde 
das Pellet zunächst in Propylenoxid (2 h), dann in Propylenoxid/Epon (1:2; 2 h) und 
anschließend in reines Epon (4 h) verbracht. Anschließend wurden die Proben in Epon (60 C, 
24 h) ausgehärtet. Von den Epon-eingebetteten Zellen wurden Ultradünnschnitte angefertigt 
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(Ultramikrotom, Reichert) und auf Nickelnetze verbracht. Solche Proben wurden mit 
Uranylacetat kontrastiert. Anschließend wurden die Präparate mit einem 
Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss EM912 AB) untersucht. 
 
 
 
3.4 Relative Quantifizierung der MHC-I- und MHC-II-Gentranskription in 
Eimeria bovis-infizierten Wirtszellen mittels Realtime-PCR 
Zur Gewinnung der totalen RNA von E. bovis-infizierten und nicht infizierten BUVEC wurde 
die in Veröffentlichung 5.3/5.4 bereits beschriebene Methode verwendet. Für die 
Quantifizierung wurden die in Tab. 1 beschriebenen Primer and Sonden für bovines MHC-I- 
und -II verwendet. Die Proben wurden wie in Veröffentlichung 5.3/5.4 beschrieben markiert 
und die PCR-Amplifikation wurde in einem automatisierten Fluorometer (ABI PRISM
TM
 
5700 Sequence Detection System, Applied Biosystems) unternommen. Die 
Amplifikationsbedingung und semi-quantitative Analysen der Proben entsprachen der in 
Veröffentlichung 5.3/5.4  beschriebenen Methode.  
 
Methoden 
 45 
 
Tab. 1  Sequenzen der in der Realtime RT-PCR verwendeten Primer und Sonden 
zur Quantifizierung MHC-I- und MHC-II-spezifischen mRNAs 
 
 
Spezifität 
 
Primer (5´-3´) Sonden (5´-6-FAM-TAMRA-3´) 
 
MHC-I forw 
 
CCA CCC TGA CCT GTG TTC TCT T 
MHC-I rev ATG GAG AGG GTC CAG CTC TGT 
MHC-I Sonde CCT CAT GCA CAC TCC TGT TCC AGC AG 
 
MHC-II forw 
 
CCT CAT GCA CAC TCC TGT TCC AGC AG 
MHC-II rev CAA ACC CAA GTG CTC CAC CTT 
MHC-II Sonde CCT GCC CAC AAC AGA GGA TGT CTA TGA CTG 
 
GAPDH forw 
 
GCG ATA CTC ACT CTT CTA CCT TCG A 
GAPDH rev TCG TAC CAG GAA ATG AGC TTG AC 
GAPDH Sonde CTG GCA TTG CCC TCA ACG ACC ACT T 
 
 
 
3.5 Charakterisierung der bovinen Endothelzellen 
Für bovine Endothelzellen fehlen die für eine genaue Charakterisierung benötigten, 
spezifischen Antikörper, wie sie z. B. im Maus- oder Humansystem verwendet werden. Aus 
diesem Grund wurden BUVEC-Isolate anhand der typischen „Pflasterstein“-Morphologie und 
über die endothelzellspezifische Aufnahme von Dil-Ac-LDL (dioctadecyltetramethyl-
indocarbocyanine perchlorate acetylated low-density lipoprotein) (Knook et al., 1977; Voyta 
et al., 1984; Neubauer et al., 1996) näher charakterisiert. 
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3.5.1  Dil-Ac-LDL-Aufnahme-Test 
Ziel des Dil-Ac-LDL-Testes ist die Idenfikation von „low density lipoprotein“ (LDL) 
aufnehmenden Endothelzellen zur Differenzierung von anderen Zelltypen, die keine Fähigkeit 
zur LDL-Aufnahme aufweisen. Bei diesem Verfahren wird azetyliertes LDL verwendet 
(Voyta et al., 1984) 
 
Lösungen und Reagenzien 
 Endothelzellen, kultiviert auf Deckgläschen in 6-well-Platten (Greiner)  
 Dil-Ac-LDL (Harbor Bio-Products), 1:20 in Medium verdünnt (=LDL-Medium; 
Endkonzentration 10 g/ml) 
 Zellkulturmedium (ECGM, PromoCell) 
 0,02 M PBS 
 2 % Paraformaldehyd-Lösung 
 Eindeckmedium (Vectashield Hard + Set Mounting Medium mit DAPI, Vector 
Laboratories) 
 
Durchführung: 
Endothelzellen wurden bis zur Konfluenz auf Deckgläschen kultiviert. Das Medium wurde 
entfernt und die Zellen in 1 ml LDL-haltigem Medium inkubiert (4 h, 37 C, 5 % CO2). 
Negativkontrollen erhielten 1 ml LDL-freies Medium. Nach der Inkubation wurde das 
Medium verworfen und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt (10 min, 37 C, 5 % CO2). 
Anschließend wurde der Zellrasen 2 x mit 0,02 M PBS gewaschen und in 2 % 
Paraformaldehyd (10 min, RT) fixiert. Die Zellen wurden nochmals 3 x mit PBS gewaschen, 
die Deckgläschen entnommen, mit dem Zellrasen nach unten auf einem mit einem Tropfen 
Eindeckmedium versehenen Objekträger gelegt und zum Aushärten bei 4 C über Nacht 
gelagert. Die Proben wurden dann fluoreszenzmikroskopisch untersucht. 
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3.6 Darstellung von Zytokeratin und der Zonula Occludens-1 in BUVEC- und 
BFGC-Zellen 
Lösungen und Reagenzien: 
 Primärantikörper 
-Polyklonale anti-bovines-Zytokeratin-Antikörper aus dem Kaninchen (Dako Cytomation) 
-Monoklonale anti-Zo-1 tight junction associated polypeptide-Antikörper aus der Maus 
(MAB1420, 1:50, Chemicon International) 
 Sekundärantikörper 
-FITC-konjugierte anti-Kaninchen IgG-Antikörper aus dem Esel, 1:200 (Chemicon 
International) 
-Cy3-konjugierte anti-Ratte IgG-Antikörper aus dem Esel, 1:300 (Chemicon International) 
 100 % Methanol (Merck) 
 0,02 M PBS 
 0,3 % Tween 20 (Sigma) 
 Bovines Serum Albumin (BSA, Sigma) 
 Eselserum (Chemicon International) 
 Eindeckmedium (Vectashield Hard + Set Mounting Medium mit DAPI, Vector 
Laboratories) 
 
Durchführung: 
Die Zellen wurden in 6-well-Platten auf Deckgläschen angezüchtet und bei 90-100 % 
Konfluenz verwendet. Die Zellrasen wurden mit 100 % Methanol fixiert (10 min, -20 C) 
und bei RT für 30 min luftgetrocknet. Alle Waschschritte wurden mit 0,02 M PBS, 
supplementiert mit 0,3 % Tween 20, durchgeführt. Alle Antikörper und Sera wurden in 
PBS/0,3 % Tween 20/0,1 g/ml BSA im Verhältnis 2:1 verdünnt. Nach der Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen (60 min, RT) in 1:10 verdünntem Eselserum erfolgte die 
Inkubation (60 min, RT) in den Primärantikörpern. Nach der Inkubation wurde der 
Zellrasen 3 x 10 min gewaschen und es folgte die zweite Inkubation (60 min, RT) in den 
Sekundärantikörpern. Zum Schluß wurden die Zellen 3 x 10 min gewaschen und die 
Deckgläschen aus den Näpfen entnommen. Zum Einbetten der Proben wurde 
Eindeckmedium mit DAPI verwendet und die Proben anschließend unter einem Olympus 
BX50-Fluoreszenzmikroskop untersucht. Eine Inkubation mit PBS anstatt mit 
Primärantikörpern diente als Negativkontrolle. 
Ergebnisse und Diskussion 
 48 
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 
4.1 Charakterisierung primär isolierter Endothelzellen 
Zur Charakterisierung insbesondere der primär isolierten Endothelzellen wurde der sog. 
„LDL-Test“ verwendet, der die Unterscheidung von Endothelzellen von anderen Zelltypen 
ermöglicht, da nur erstere aktiv azyetyliertes LDL aufnehmen (Voyta et al., 1984). Wie 
erwartet, zeigten BUVEC eine aktive Aufnahme von azetyliertem LDL (Abb. 1A) im 
Gegensatz zu den Negativkontrollen (Abb. 1B). Zusätzlich wurde über Antikörper das Zonula 
Occludens 1-Protein nachgewiesen (Abb. 1C), welches nur in Endothel- und Epithelzellen 
(Abb. 1D) in den „tight junctions“ exprimiert wird. Auch konnte das Fehlen von Zytokeratin 
in BUVEC die endotheliale Herkunft bestätigen, da Endothelzellen grundsätzlich Zytokeratin-
negativ sind. Als Positivkontrolle für Zytokeratin dienten bovine karunkuläre Epithelzellen 
(BCE), die freundlicherweise von P. Bridger (Institut für Anatomie, JLU Giessen) zur 
Verfügung gestellt wurden. Andere Antikörper-gestützte Verfahren, die üblicherweise zur 
Charakterisierung von humanen Endothelzellen eingesetzt werden und die den Nachweis von 
CD31 oder des von Willebrandt-Faktors 1 beinhalten, konnten leider im Rindersystem nicht 
verwendet werden. 
Wie aus Abb. 2A ersichtlich, zeigten BUVEC eine deutliche Färbung fast aller Zellen nach 
Inkubation in azetyliertem LDL, was für eine homogene Endothelzellpopulation spricht. 
Interessanterweise liessen sich auch in BFGC-Kulturen, die urprünglich aus dem Dünndarm 
von Kälberfoeten isoliert wurden, LDL-positive Zellen beobachten (Abb. 1E), was einen 
endothelialen Ursprung dieser Zellen vermuten lässt. Dies könnte zudem erklären, warum sich 
insbesondere BFGC für die Entwicklung der E. bovis-Meronten I gut eignen. 
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Abb. 1. Charakterisierung von BUVEC- und BFGC-Zellen. BUVEC (A, B) und BFGC (E, F) 
wurden für 4 h Dil-Ac-LDL im Medium zugesetzt und dessen Aufnahme fluoreszenzmikroskopisch 
erfasst (rot: LDL, blau: Kernfärbung mit DAPI). (D) BUVEC und bovine Karunkularzellen (BCE) (C) 
wurden mit Antikörpern gerichtet gegen Zytokeratin und Zonula Occludens 1 inkubiert und 
fluoreszenzmikroskopisch erfasst (rot: Zonula Occludens 1, grün: Zytokeratin, blau: Kernfärbung 
DAPI). BCE dienten als Positivkontrolle für Zytokeratin und wurden freundlicherweise von P. Bridger 
überlassen. Vergrößerung: 400 x bei C; 200 x bei A, B, D-F  
A 
F E 
B 
D C 
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4.2 Entwicklung von Eimeria bovis Meronten I in vitro 
Ein wichtiger Aspekt der hier vorgelegten Arbeit war, ein reproduzierbares in vitro-
Kultursystem für E. bovis zu etablieren, um zellbiologische und immunologische Studien zu 
ermöglichen. Zu diesem Zweck wurden sowohl bovine als auch nicht-bovine Zelllinien 
getestet (siehe Veröffentlichung 5.1). 
Obwohl E. bovis als ein monoxener Parasit des Rindes gilt und Sporozoiten in vivo 
ausschließlich Endothelzellen der Lymphkapillaren der Ileum-Villi befallen, wurden alle 
verwendeten Zelltypen (BFGC, BSLEC, BUVEC, HUVEC, MDBK, PUVEC und VERO) 
erfolgreich infiziert. Alle Zellen wurden mit Ausnahme der MDBK-Zellen, sehr rasch 
(innerhalb von 20 min) von E. bovis-Sporozoiten invadiert. Diese außergewöhnliche 
Invasionsfähigkeit von Sporozoiten wurde bereits von anderen Autoren bestätigt (Fayer und 
Hammond, 1967; Hammond und Fayer, 1968). Die benötigte Zeit bis zur Invasion war nicht 
von der Herkunft der Zellen abhängig, da Sporozoiten HUVEC und PUVEC rascher 
infizierten als bovine MDBK. In MDBK-Kulturen erfolgte die Invasion der Sporozoiten 
wesentlich langsamer und erst nach 2 Stunden p. i. war die Mehrzahl der Sporozoiten 
intrazellulär zu finden (siehe Veröffentlichung 5.1). Es wird postuliert, dass die Invasions- 
und Penetrationsmechanismen von Eimeria-Sporozoiten von der Präsenz  sog. „Ziel-
Moleküle“ auf der Wirtszelloberfläche abhängig ist (Augustin, 2001). Diese Zielmoleküle 
sind bisher nicht bekannt, aber sie scheinen grundsätzlich so stark konserviert zu sein, dass 
die Invasion der Zelle - im Gegensatz zur nachfolgenden Weiterentwicklung - spezies-
unabhängig ist. 
Ebenfalls unabhängig vom Wirtszelltyp konnten Sporozoiten bis zu 48 Stunden p. i. bei 
wiederholten Invasions- und Egressversuchen beobachtet werden. In älteren Untersuchungen 
von Fayer und Hammond (1967) wurden bis 8 Tage p. i. spontane Egress-Versuche von 
E. bovis-Sporozoiten beschrieben. Der Egress von E. bovis-Sporozoiten konnte aber auch 
durch mechanische Irritation der Wirtszellmembran, wie z. B. bei „patch clamp“-
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Experimenten, induziert werden (Behrendt et al., 2000). Beim spontanen Egress von 
Sporozoiten wurde interessanterweise kein erhöhter Anteil toter Wirtszellen beobachtet, 
anders als beim Ca
2+
-abhängingen Egress von T. gondii-Tachyzoiten (Endo et al., 1982; 
Stommel et al, 1997). 
In nicht-bovinen Zellen (HUVEC, PUVEC und VERO) erfolgte keine Weiterentwicklung von 
E. bovis, obwohl die Sporozoiten in PUVEC und HUVEC mindestens 16 Tage und in VERO 
> 21 Tage überleben konnten (siehe Veröffentlichung 5.1). Ein deutlicher Unterschied ließ 
sich zudem im Hinblick auf die Bildung der PV in den einzelnen Zelltypen feststellen. Die um 
die intrazellulären Sporozoiten gelegene PV war in allen Zelltypen, mit Ausnahme von 
VERO-Zellen, nur schwer erkennbar. Im Falle von VERO-Zellen dagegen war die PV bereits 
2 Stunden nach der Invasion deutlich sichtbar und nahm innerhalb der nächsten 12 Stunden 
kontinuierlich an Größe zu, bis zu einem Durchmesser von ca. 20 m. Eine solche PV 
persitierte bis zu 3 Wochen nach der Infektion ohne mikroskopisch sichtbare Veränderungen. 
Bei Apicomplexa sind in erster Linie die Produkte von Rhoptrien, z. T. aber auch von Dichte 
Granula, an der Bildung der PV-Membran beteiligt (zusammenfassend bei Dubremetz et al., 
1998, Entzeroth et al., 1998). So sollte die Bildung der ungewöhnlich großen PV um E. bovis-
Sporozoiten in VERO-Zellen mit einer erhöhten Synthese und Exozytose von Produkten 
dieser spezifischen Organellen verbunden sein. 
Primäre bovine Endothelzellen als in vitro-Systeme (BUVEC, BAEC, BSLEC) stehen 
mittlerweile zur Verfügung und können dosiert infiziert werden. Sie erlauben eine 
Entwicklung des Parasitens bis zum Abschluss der Merogonie unter Bildung von 
Makromeronten und Freisetzung von lebenden Merozoiten I (siehe Veröffentlichungen 5.1; 
5.2; 5.5 und 5.8). Der zeitliche Ablauf der Entwicklung entspricht in etwa dem, der in vivo 
beobachtet wird. Die eingedrungenen Sporozoiten wechseln rasch ihre Form, werden breiter 
und runder (1-3 Tage p. i.) und verbleiben aber dann 5-7 Tage weitgehend unverändert. Die 
ungeschlechtliche Proliferation beginnt ab Tag 8-10 p. i. und führt zur Ausbildung reifer 
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Meronten I, die anschließend nach der Ruptur Merozoiten I in das Zellkulturmedium 
entlassen. 
In bovinen Zellen allgemein (BFGC, BUVEC, BSLEC und MDBK) wurden jedoch deutliche 
Unterschiede in der Entwicklung von E. bovis beobachtet, insbesondere im Hinblick auf die 
Zeitspanne bis zur Reifung der Meronten I als auch hinsichtlich der erreichten Größe dieser 
Stadien. Mit der in vivo-Situation vergleichbare Makromeronten von > 240 m Durchmesser 
wurden nur in Gastrointestinalzellen aus bovinen Feten (BFGC) beobachtet. In bovinen 
Endothelzellen aus Umbilikalvenen (BUVEC) oder Milzlymphgefäßen (BSLEC) blieben sie 
mit durchschnittlich 90 m deutlich kleiner. Die langsamste und größenmäßig schwächste 
Merontenentwicklung wurde in MDBK beobachtet (siehe Veröffentlichung 5.1).  
Zu einer rasch ablaufenden Merogonie (innerhalb von 16 Tagen) und einer massiven 
Produktion von lebenden Merozoiten I kam es nur im BUVEC, BSLEC und BFGC (siehe 
Veröffentlichung 5.1). Lediglich in E. bovis-infizierten BFGC, die aus verschiedenen 
Zelltypen des fetalen Magendarmtraktes bestehen, wurde nach etwa 25-30 Tage p. i. die 
gesamte Entwicklung von Meronten I bis zu Oozysten durchlaufen. Allerdings war die 
Entwicklung in vitro ca. um 11 Tage verzögert im Vergleich zur in vivo Situation. Insgesamt 
waren die nachfolgenden Stadien Meronten II und Gamonten nur schwer zu identifizieren und 
es kam nur gelegentlich zur Bildung von einzelnen Oozysten (siehe Veröffentlichung 5.1). In 
dieser Hinsicht war das BFGC-System für eine Massenproduktion von E. bovis-Oozysten 
nicht ausrreichend. Aus diesem Grund wurden zudem bovine Kolonepithelzellen (BCEC) als 
Wirtszelle für E. bovis-Merozoiten I getestet, um der in vivo-Situation näher zu kommen und 
eventuell die gesamte Entwicklung zu optimieren (siehe 4.4).  
In allen in vitro-Kulturen von E. bovis, die die erste Merontenbildung zulassen, wurde im 
Bezug auf die Kernmorphologie der Wirtszelle, eine interessante Beobachtung gemacht. Ab 
dem 10.-11. Tag p. i. verändert der Zellkern lichtmikroskopisch sichtbar seinen Phänotyp. 
Aus einem eher aus hellen und dunklen Komponenten homogen gemusterten Typ entstand der 
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Phänotyp des „Spiegeleis“ mit dunklen, eher zentral gelegenen rundlichen Elementen (meist 
eins pro Zellkern, gelegentlich aber auch 2-4) und sie umgebenden sich hellgrau-homogen 
darstellenden Anteilen. Solche Kernveränderungen fanden sich sowohl in BUVEC als auch in 
BFGC und BCEC (siehe Abb. 2). Die Größe des Zellkerns blieb dabei – soweit 
lichtmikroskopisch erfassbar – unverändert. Die eher dunkel-kompakte Struktur des Zellkerns 
der befallenen Wirtszelle, kannn als transkriptionsinaktives Heterochromatin gedeutet 
werden, dass sich in der Ultrastrukturanalyse häufig als dunkel-kompakte Masse darstellt. Die 
helleren Areale könnten dagegen als transkriptionsaktives Euchromatin im Zellkern 
verstanden werden. Da die veränderte Kernmorphologie mit zunehmender Proliferation des 
Merontens auf eine Verschiebung der Relationen zugunsten des Euchromatins schließen lässt, 
scheint ab diesem Zeitpunkt die Transkriptionsrate der betroffenen Wirtszelle erheblich 
gesteigert zu sein. Dies lässt vermuten, dass E. bovis dann die Kontrolle über die Wirtszelle 
übernommen hat und sich seiner Zellmaschinerie bedient. Die auffällige Nähe der 
intrazellulären E. bovis-Stadien zum Zellkern könnten ebenfalls als Hinweis in dieser 
Richtung gewertet werden. Auf diesem Weg könnte E. bovis für eine ausreichende de novo 
Proteinsynthese sorgen und somit die Bildung zehntausender Merozoiten garantieren. Zur Zeit 
werden weitere Untersuchungen zu dieser Fragestellung durchgeführt, die aber noch nicht 
abschließend sind. So sollten die oben gemachten Aussagen bisher nur als hypothetisch 
betrachtet werden. 
 
 
 
 
Abb. 2. Kernmorphologie infizierter Wirtszellen (BUVEC, BFGC, BCEC) im Verlauf einer 
Infektion mit Eimeria bovis-Sporozoiten (1 - 19 Tag p. i.). 
Verschiedene Zelltypen (BUVEC, BFGC und BCEC wurden mit Eimeria bovis-Sporozoiten infiziert 
und ihre Morphologie an verschiedenen Tagen p. i. dokumentiert. 
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4.3 Ultrastruktur Eimeria bovis-infizierter Wirtszellen 
 
4.3.1 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung Eimeria bovis-infizierter 
Wirtszellen 
Mittels rasterelektronenmikroskopischer Studien sollte die mit der Entwicklung von Meronten 
I einhergehende Vergrößerung der Wirtszelle und eine eventuelle Veränderung der 
Oberflächenstruktur der Zelle erfasst werden.  
Die Invasion der Wirtszelle durch Sporozoiten erfolgt über den apikalen Pol des Parasitens. 
Die Abbildung 3A zeigt den engen Kontakt zwischen Sporozoiten-Pellikula und 
Wirtszellmembran (10 min p. i.), der entsteht, ehe der Sporozoit eindringt. Innerhalb 
infizierter Endothelzellen ist der intrazellulär gelegene Sporozoit über die Ausdehnung der 
Wirtszellmembran deutlich zu erkennen (Abb. 3B). Ab den 7. Tag p. i. kommt es mit 
beginnende Replikationsphase des Parasitens zu einer Umfangsvermehrung der infizierten 
Zelle, die nach 15 Tagen p. i. in einer Größe von 90 x 80 m resultierte.  
Das Erscheinungsbild der infizierten Endothelzellen im rasterelektronischen Bild war zu 
diesem Zeitpunkt nicht einheitlich. In vielen Fällen stellten sich die infizierten Zellen 
kugelförmig mit einer relativ glatt erscheinenden Oberfläche dar (Abb 3C). Die Oberfläche 
wies z. T. blasenartige Auftreibungen und Einbeziehung auf (Abb. 3D, G). Zum Teil 
erschienen die Meronten I gekammert (Abb. 3G). Auffallend war bei einigen 
merontentragenden Zellen das Auftreten oberflächlicher villi- oder haarförmiger Strukturen 
mit geschätzten Längen von bis 2 – 3 m (Abb. 3E). Wie in dem eröffneten Meronten I (Abb. 
3F) zu erkennen, waren die Meronten I-haltigen Endothelzellen prall mit meist parallel 
liegenden Merozoiten I gefüllt. Freie Merozoiten zeigten die typische Morphologie der 
Apicomplexa (siehe Abb. 3H) und waren deutlich kleiner als Sporozoiten. 
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Abb. 3. Rasterelektronische Darstellung Eimeria bovis-infizierter BUVEC: (A) Sporozoit bei der 
Zellinvasion (10 min p. i., Vergr. 891 x); (B) Intrazellulärer Sporozoit (1 Tag p. i. Pfeil, Vergr. 891 
x); (C) Meront-haltige Zelle mit glatter Oberfläche (15 Tage p. i., Vergr. 781 x); (D) Meront-haltige 
Zelle mit „knötchenförmiger“ Oberfläche und Villi (15 Tage p. i., Vergr. 908 x); (E) Auschnitt aus 
„G“: villöse Oberfläche (Vergr. 1815 x); (F) Eröffneter Makromeront mit Merozoiten I (15 Tage p. 
i., Vergr. 462 x); (G) Makromeront-haltige Zelle mit mehreren Kammern (15 Tage p. i., Vergr. 781 
x); (H) freie Merozoiten I (20 Tage p. i., Vergr. 903 x) 
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4.3.2 Transmissionselektronenmikroskopische Darstellung Eimeria bovis-
infizierter Wirtszellen 
Eine Stunde p. i. lagen viele E. bovis-Sporozoiten intrazellulär. Diese intrazellulären 
Sporozoiten waren durch eine deutlich sichtbare elektronendichte Pellikula umgeben, eine PV 
konnte aber zu diesem Zeitpunkt noch nicht eindeutig angesprochen werden (Abb. 4A). 
Dagegen wurden Rhoptrien, Mikronemen, Dichte Granula und Amylopektingranula apikal 
des Kerns eindeutig dargestellt (Abb. 4A, C). Dichte Granula, Amylopektingranula und 
sogenannte Lipid- oder Protein-Vesikel wurden zudem distal des Kerns erfasst (siehe Abb. 
4A, C). Das Konois als typische Organelle im apikalen Bereich der Apicomplexa war nur bei 
vereinzelten intrazellulären Sporozoiten deutlich zu erkennen (siehe Abb. 4C). Immer konnte 
dagegen das homogene, elektronendichte refraktile Körperchen der Sporozoiten dargestellt 
werden (Abb. 4A). 
Auffällig war die frühe Ansammlung von Mitochondrien um intrazelluläre Sporozoiten (siehe 
Abb. 4A, B und C). Zudem wurde eine Anreicherung von ER (siehe Abb. 4A) in ähnlicher 
Lokalisation beobachtet. Drei Tage p. i. stellte sich die den Parasiten umgebende PV deutlich 
dar, zudem war die PV-Membran (PVM) gut zu erkennen (Abb. 4B). Zu diesem Zeitpunkt 
war der Raum zwischen der PVM und der Pellikula des Sporozoiten deutlich zu erkennen und 
beinhaltete einen granulierten Inhalt (siehe Abb. 4B). Weiterhin wurde eine Ansammlung von 
Mitochondrien, rauhem ER sowie Golgi Apparate um die PVM zu diesem Zeitpunkt 
beobachtet (Abb. 4b). Als prominentestes Organell des Sporozoitens stellte sich wiederum 
das refraktile Körperchen dar, welches elektronendicht, homogen und osmiophilisch erschien 
(Abb. 4A, B, C). Häufig war die Lokalisation der intrazellulären Sporozoiten wirtszellkernnah 
(Abb. 4A, B), wie bereits lichtmikroskopisch in infizierten BUVEC-Kulturen in vitro 
beobachtet. 
Weiterhin verdeutlichten die TEM-Aufnahmen die Vergrößerung der E. bovis-
Makromeronten-tragenden Wirtszellen (BFGC) am 15. Tag p. i. (Abb. 4D). Viele dieser 
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infizierten Zellen ließen im Zytoplasma Mitochondrien und ein gut entwickeltes ER erkennen 
(Abb. 4D). Zusätzlich wurden in Meronten I eine variierende Anzahl von Vesikel beobachtet, 
die zum Teil sehr nahe am ER lokalisiert waren (Abb. 4D). Über die Funktion dieser Vesikel 
ist bisher bei Eimerien nichts bekannt. Ebenfalls zu diesem Zeitpunkt konnte man viele 
Nuklei beobachten, die meist peripher im Meront lokalisiert waren und auf dem Beginn der 
Zellkernteilung hinwiesen. In einzelnen Zellkernen der Meronten (15 Tag p. i.) ließ sich ein 
recht großer Nukleolus und viele osmiophile Areale erkennen (Abb. 4D). Im Gegensatz dazu, 
war bei anderen Zellkernen das Karyoplasma eher irregulär und mit osmophilem Material 
gefüllt. Im Zytosol der Meronten zeigten sich zudem viele vereinzelte Vesikeln, aber auch 
Ansammlungen dieser Organellen (siehe Abb. 4D). 
Die bereits unter 4.3.1 beschriebenen, variabel ausfallenden Veränderungen der 
Wirtszelloberfläche, konnten in TEM-Analysen bestätigt werden. Neben glatter Oberfläche 
waren auch filamentöse Oberflächenvergrößerungen und Mikrovilli zu erkennen (siehe 
Abb. 4E). Auffallend war bei mehreren solcher Meronten-tragenden Zellen das Auftreten von 
z. T. haarförmigen Strukturen mit geschätzten Längen von bis 2 - 3 µm. Wie in Abb. 4E 
ersichtlich, waren reife Meronten-haltige Zellen mit streng gerichtet liegenden Merozoiten I 
gefüllt. Die Merozoiten I (20 Tag p. i.) waren deutlich schmaler und kleiner als Sporozoiten 
und zeigten ebenfalls die charakteristischen Strukturen invasiver Sporozoa-Stadien, wie 
Pellikula, Mikronemen, Rhoptrien, Dichte Granula und Amylopektingranula (Abb. 4F). 
Zudem konnte bei einzelnen Merozoiten I Teile des Konoids, Mitochondrien, Pellikula und 
subpelikullären Mikrotubuli beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt (20 Tag p. i.) war der 
Raum zwischen den einzelnen Merozoiten I innerhalb der Makromeronten mit einem 
granulierten Inhalt gefüllt (siehe Abb. 4F). 
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Abb. 4 Transmissionselektronische Darstellung von Eimeria bovis-infizierten BFGC. (A) 
intrazellulärer Sporozoit (1 h p. i.); (B) intrazellulärer Sporozoit (3 Tage p. i.): refraktiles 
Körperchen (RB), Membran der parasitophoren Vakuole (PVM, Pfeile) und parasitophore 
Vakuole (PV); (C) Apikalbereich eines intrazellulären Sporozoiten (3 Tage p. i.): Konoid (C), 
Rhoptrien (RH), Mikronemen (MN), Dichte Granula (DG), refraktilem Körperchen (RB) und 
Zellkern (N); (D) Meront I-haltige Wirtszelle (15 Tage p. i.): periphere Nuklei (N), 
endoplasmatisches Retikulum (ER), Vesikel (V); (E) villöse Oberfläche eines Meronten I (15 Tage 
p. i.): Villi (VI, Pfeile); (F) Merozoiten in einem reifen Meronten I (20 Tage p. i.): Mikronemen 
(MN), Rhoptrien (RH), Amylopektingranula (AG), Dichte Granula (DG) 
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4.4  Loslösung von Eimeria bovis-Meronten I aus dem Zellverband in vitro 
Während der in vitro-Kultur von E. bovis konnten häufig aus dem endothelialen Zellverband 
losgelöste E. bovis-Meronten I beobachtet werden. Dieses Phänomen wurde im BUVEC-
System ab dem 4.-5. Tag p. i. beobachtet. Um die Lebensfähigkeit solcher losgelöster 
E. bovis-Meronten I zu überprüfen wurden die am 5., 9. und 12. Tag p. i. im Überstand 
befindlichen, losgelösten Meronten I auf nicht-infizierte BUVEC überführt. Anschließend 
wurde die Integration der Meronten I in den nicht-infizierten Zellrasen und eine eventuelle 
Weiterentwicklung beobachtet.  
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass ein Großteil der abgelösten Meronten I nicht 
abgestorben war und sich wieder in den Zellrasen Monolayer integrierte (Abb. 5, 6). Dies war 
insbesondere dann gegeben, wenn losgelöste Meronten I am 9. Tag p. i. verwendet wurden 
(Abb. 5). Die wieder eingefügten Meronten I entwickelten sich weiter und setzten viable 
Merozoiten I frei. Die Abb. 6 verdeutlicht die Entwicklung solcher losgelösten Meronten I in 
BUVEC.  
Abb. 5. Reintegration bereits losgelöster Eimeria bovis-Meronten in nicht-infizierte 
BUVEC. Am Tag 5, 9, 12 p. i. wurden die im Überstand der infizierten BUVEC befindlichen, 
lösgelösten Meronten aus je 6 Flaschen BUVEC zweier Isolate auf eine nicht-infizierte 
BUVEC übertragen. Am Tag 13 p. i. wurden die reintegrierten Meronten pro Flasche gezählt. 
Ergebnisse und Diskussion 
 63 
 
 
Abb. 6. Reintegration bereits losgelöster Eimeria bovis-Meronten in nicht-infizierte BUVEC. In 
Überständen infizierter BUVEC enthaltene, losgelöste Meronten wurden am Tag 9 auf nicht-infizierte 
BUVEC übertragen und anschließend lichtmikroskopisch auf Überleben und Weiterentwicklung 
kontrolliert. 
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Auffällig war eine dichte Ansammlung von nicht-infizierten Zellen um den Meronten I unter 
Ausildung von Lamino- und Filopodien seitens der Meronten-tragenden Zelle (Abb. 6). 
Bereits ab dem 16 Tag p. i. wurden Merozoiten im Innern der reintegrierten E. bovis-
Meronten I beobachtet. Ab Tag 19 p. i. kam es zur Ruptur der reifen Meronten I und zur 
Freisetzung von Merozoiten I (Abb. 6). Die freigesetzten Merozoiten zeigten „gliding 
motility“ und dürfen daher als vital angesehen werden.  
Basierend auf diese in vitro-Untersuchungungkann vermutet werden, dass ein ähnliches 
Migrationsverhalten E. bovis-Meronten I-tragender Endothelzellen in vivo vorkommen 
könnte, um zum Ort der Weiterentwicklung zu Meronten II im Dickdarmepithel zu gelangen. 
Bisher liegen keinerlei Untersuchungen zur in vivo-Situation bei E. bovis-Infektionen vor. Es 
ist jedoch auch nach wie vor unbekannt, wie freie E. bovis-Merozoiten I aus den 
Lymphgefäßen im Ileum zu den Kolon- und Zäkumepithelzellen gelangen könnten. 
Bei anderen Apikomplexa liegen z. T. Hinweise auf deren Migrationsverhalten in der 
Darmmukosa vor. Bei einigen Eimeria-Spezies des Huhnes entwickelt sich ein Teil der 
Meronten und Gamonten in subepithelialen Gewebe des Darmes. Die Wanderung dorthin ist 
recht komplex und die Parasiten setzen dabei unterschiedliche Strategien ein. Zunächst 
dringen E. tenella-Sporozoiten in intraepitheliale Lymphozyten (IEL) oder Makrophagen ein 
und werden in diesen Zellen dann in die Darmkrypten transportiert (Rose et al., 1984), wo die 
erste Merogonie in Epithelzellen durchlaufen wird. Epithelzellen, die junge E. tenella-
Meronten der zweiten Generation enthalten, lösen sich z. T. aus dem Epithelverband und 
wandern in das subepitheliale Gewebe ein (Allen und Fetterer, 2002), wo dann die 
Weiterentwicklung stattfindet. 
Vergleichbare Verhaltensweisen wurden im Falle von Plasmodium spp. für Meronten-
tragende Hepatozyten beschrieben. Hier kam es kurz vor der Merontenruptur zur Abrundung 
der Meronten-tragende Wirtszelle und zum Lösen dieser Zelle aus dem Leberzellverband. 
Solche Zellen wanderten dann in die Lebersinusoide und gelangten nach Durchdringung der 
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endothelialen Auskleidung die Blutgefäße ins Blut (Van de Sand et al., 2005). Erst hier 
erfolgte die Freisetzung der Merozoiten, was sinnvoll erscheint, da die freien Merozoiten 
dann sofort Erythrozyten befallen können (Van de Sand et al., 2005). Bemerkenswert ist, dass 
die losgelösten Meronten-tragenden Hepatozyten apoptotische Merkmale zeigten: auf ihrer 
Oberfläche fehlten Phosphoserine-Moleküle, was als charakteristisches Merkmal der Früh-
Apoptose gilt und zudem ein wichtiges Signal für Makrophagen zur Phagozytose dieser 
Zellen ist (Van de Sand et al., 2005).  
 
 
4.5 Entwicklung von Eimeria bovis-Meronten II in vitro in bovinen Epithelzellen 
Die freien E. bovis-Merozoiten der ersten Generation dringen in vivo in Epithelzellen von 
Zäkum und Kolon ein und bilden dort innerhalb von 2 Tagen die zweite Merontengeneration 
mit je 30-36 Merozoiten. Diese dringen wiederum in Zäkum- und Kolonepithelzellen ein und 
entwickeln sich zu Makro-/Mikrogamonten und anschließend zu Oozysten. Die Ruptur der 
Wirtszelle führt dann letztendlich zu den klinischen Symptomen. 
Um den Zyklus von E. bovis in vitro zu vervollständigen, sollten in dieser Arbeit bovine 
Epithelzellen aus dem Dickdarm für die zweite Merogonie und Gamogonie von E. bovis 
verwendet werden. Nach Optimierung einer von Föllmann et al. (2000) beschriebenen 
Methode gelang es, bovine Kolonepithelzellen zu gewinnen und zu kultivieren (AG von 
Herrn PD Dr. C. Menge, Institut für Tierhygiene, JLU Giessen). Vier Tage nach der 
Gewinnung aus Kolonkrypten wurden Epithelzellen auf die Präsenz von Zytokeratin getestet. 
Es zeigte sich, dass die Mehrheit der Primärzellen Zytokeratin-positiv und somit epithelialen 
Ursprungs war. Diese Epithelzellen wurden anschließend  unter Verwendung eines SV40 
Promoters von Retroviren transfiziert und inmortalisiert (freundlicherweise durchgeführt von 
Herrn Dr. A. König, Institut für Virologie, JLU Giessen). Die resultierende, permanente 
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bovine Kolonepithelialzelllinie (BCEC), wurde anschließend auf ihre in vitro-Tauglichkeit für 
die Entwicklung von E. bovis-Meronten II- und Gamonten getestet. 
BCEC-Kulturen und primäre Kolonepithelzellisolate wurden mit unterschiedlichen 
Infektionsdosen frisch isolierter E. bovis-Merozoiten I infiziert und auf Weiterentwicklung 
des Parasitens überprüft. Beide Epithelzelltypen ließen sich grundsätzlich infizieren, die 
eingedrungenen Merozoiten I waren jedoch aufgrund ihrer geringen Größe und der relativ 
größere Dicke der Epithelzellen schwer zu erkennen. Nach 48 Stunden p. i. wurden erste 
Meronten II in beiden Epithelzellpräparationen beobachtet, wobei die Anwendung der 
Phasenkontrast-Optik sich als hilfreich erwies (Abb. 7). Auch erste freie Merozoiten II im 
Zellkulturüberstand wurden zu diesem Zeitpunkt beobachtet (siehe Abb. 7B). Die freien 
Merozoiten II waren deutlich kleiner als Merozoiten I (Abb. 7A, B). Weder in mit E. bovis-
Merozoiten I-infizierten BCEC noch in primären Kolonepithelzellen konnten Makro-und 
Mikrogamonten und folglich auch keine Oozysten beobachtet werden. Interessanterweise, 
eigneten sich BCEC-Kulturen, neben BUVEC und BFGC, ebenso für die Entwicklung der 
ersten Merogonie von E. bovis, wobei die Rate der sich entwickelnden Meronten I jedoch 
gering und die der Merozoiten I-Produktion deutlich schwächer verglichen mit BFGC und 
BUVEC war.  
Da die Merozoiten II aufgrund ihrer geringen Größe nur sehr schwer konventionell 
nachzuweisen waren, wurden Merozoiten I vor Infektion der Epithelzellen zur besseren 
Darstellung mit CFSE (siehe Veröffentlichung 5.8.) gefärbt und ihre Weiterentwicklung 
fluoreszenzmikroskopisch verfolgt. Auch hier stellten sich erste Merozoiten II 48 h nach der 
Infektion dar (Abb. 7C, D). Zur Absicherung, dass es sich hierbei um parasitäre Strukuren 
handelt, wurden zusätzlich über die Verwendung eines gegen E. bovis gerichteten 
Hyperimmunserums Immunfluoreszenz-Analysesn durchgeführt. Das Immunserum reagierte 
hier spezifisch mit intrazellulären und freien Merozoiten II (Abb. 7F). 
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Abb. 7. Entwicklung von Eimeria bovis-Merozoiten II in BCEC 
BCEC wurden mit ungefärbten (A, B) oder CFSE-gefärbten (C-E), in vitro-generierten Merozoiten I 
infiziert und die Weiterentwicklung der Parasiten beobachtet: 
(A, B) intrazellulärer Meront II (Umkreisung), Merozoiten I (M I) und Merozoiten II (M II), 48 
Stunden p. .i, Hoffmann-Optik, 630 x); (C, D) intrazelluläre Merozoiten II, 72 Stunden p. i., 1000 x; 
(E) CSFE-gefärbte Merozoiten II, 1000 x; (F) mit aus immunen Kälbern gewonnenem Antiserum 
gefärbte freie Merozoiten II, 1500 x. 
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Nachdem geklärt war, dass sich Merozoiten I in den verwendeten Epithelzellen 
weiterentwickeln wurden zudem Experimente durchgeführt, um das Reaktionsspektrum der 
infizierten Epithelzellen zu analysieren. Auch Epithelzellen sind in der Lage, eine Vielzahl 
von pro-inflammatorischen Mediatoren (z. B. Zytokine, Chemokine, Adhäsionsmoleküle) zur 
Einleitung inflammatorischer Prozesse zu produzieren.  
Primäre bovine Kolonepithelzellen und BCEC wurden mit Merozoiten I infiziert und auf 
Transkriptionsebene auf infektionsbedingte Veränderungen bezüglich IL-6, IL-8, GM-CSF, 
GRO- , IP-10, und MCP-1 untersucht. Es zeigte sich, dass die Transkription von IL-6 und 
IL-8 relativ schwach zu einem frühen Zeitpunkt (6 bzw. 4 h p. i.) nach Infektion, die von 
IP-10 zeitlich versetzt (24 h p. i.) jedoch deutlich in primären Kolonepithelzellen induziert 
wurde. Die Transkription der anderen untersuchten Gene wurde dagegen kaum beeinflusst. 
(Abb. 8). Bei TNF- /LPS-stimulierten Kontrollen waren, wie erwartet, alle Zyto- und 
Chemokin-Gene stark in ihrer Transkription erhöht.  
 
Bei Verwendung von BCEC zeigte sich grundsätzlich ein vergleichbares Bild, da es hier 
ebenfalls zu einer stark erhöhten Transkription des IP-10-Gens kam (Abb. 9). Bereits 6 h p. i. 
wurde eine fast 40fache Steigerung der IP-10-Gentranskription gemessen, die 24 h p. i. mit 
einem > 70fachen Anstieg im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle die höchsten Werte 
erreichte (Abb.9). Im Falle von IL-6, IL-8 und GM-CSF kam es nach 24 h p. i. ebenfalls zu 
einer Zunahme der Gentranskription. Im Gegensatz zu primären Kolonepithelzellisolaten 
reagierten BCEC jedoch kaum auf eine Stimulation mit TNF-  und LPS, was auf ein durch 
die Immortalisierung verändertes Reaktionsspektrum dieser Zellen schließen lässt.  
In BCEC konnte zudem eine infektionsdosisabhängige Hochregulation der Transkription der 
IL-6-, IL-8-, GM-CSF- und IP-10-Gene beobachtet werden (Abb. 10). Hierbei bestätigte sich, 
dass IP-10 am stärksten beeinflusst wurde (Abb. 10).  
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Insgesamt betrachtet können somit Merozoiten I-infizierte Epithelzellen über die Produktion 
verschiedener Chemo- und Zytokine das angeborene Immunsystem beeinflussen. 
Insbesondere Chemokinen ist dabei eine Schlüsselrolle zuzurechnen. Es handelt sich bei 
diesen Molekülen um eine umfangreiche Superfamilie von 8-10 kDa großen Proteinen, die 
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung und Chemotaxis von Leukozyten spielen und die über 
Interaktionen mit Adhäsionsmolekülen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren entzündliche 
Prozesse regulieren (Locati et al., 2002). Chemokine werden nach der relativen Position ihrer 
Cystein-Resten im Molekül bezeichnet, sind in ihrer Wirkung pleiotrop und wirken mit den 
beiden wichtigsten Familien der CXC- und CC-Chemokine hauptsächlich auf PMN bzw. auf 
Monozyten und T-Lymphozyten (Montavani und Sozzani, 2000; Locati et al., 2002). 
 
Daten zur Merozoiten-induzierten Modulation von Wirtszell-produzierten Chemokinen liegen 
kaum vor und beziehen sich  im Wesentlichen auf Human- und Mauszellen mit T. gondii-
Merozoiten. Diese Daten variieren z. T. erheblich, sogar, wenn der gleiche Wirtszelltyp 
benutzt wurde. Im bovinen System mit BUVEC als Wirtszelle sind dagegen sowohl T. gondii- 
als auch N. caninum-Merozoiten potente Induktoren von Chemokinen, insbesondere der CC-
Chemokine MCP-1 und RANTES und der CC-Chemokine GRO- , IL-8 und IP-10 (Taubert 
et al., 2006). Völlig anders als bei Merozoiten der rasch proliferierenden Arten T. gondii und 
N. caninum wirken sich dagegen Infektionen mit E. bovis-Sporozoiten auf die Chemokin-
Gentranskription aus (Taubert et al., 2006), da allenfalls moderate Steigerungen der MCP-1- 
und RANTES-Transkripte beobachtet wurden; eine CXC-Chemokinsynthese wurde über 
E. bovis-Sporozoiten auch bei hohen Infektionsraten nicht induziert. Im Gegensatz dazu steht 
die deutliche Induktion von IP-10 über Infektionen mit Merozoiten I in Epithelzellen. 
 
In Anbetracht der differenzierten Entwicklung von E. bovis-Sporozoiten und -Merozoiten I 
liegt es nahe, die unterschiedlichen Reaktionsmuster auf Ebene der Stadienspezifität zu 
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interpretieren. Unterstüzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung, dass im Falle von 
T. gondii die MCP-1-Synthese in humanen Fibroblasten nur bei der rasch ablaufenden 
Merogonie zur Entwicklung von Tachyzoiten gesteigert war; die sich langsam teilenden 
Bradyzoiten stimulierten dagegen die MCP-1-Synthese kaum (Brenier-Pinchart et al., 2002). 
E. bovis-Merozoiten I durchlaufen in Kolonepithelzellen ebenfalls eine eher rasche 
Merogonie (von etwa 48 h in vivo) und sind daher von ihrer Replikationszeit eher mit 
Tachyzoiten als mit Sporozoiten bzw. Bradyzoiten zu vergleichen.  
 
Über Produktion von Zyto- und Chemokinen könnten infizierte Epithelzellen das Anlocken 
von Leukozyten wie z. B. Monozyten, NK-Zellen, Granulozyten oder dendritische Zellen 
initiieren und damit evtl. infektionseliminierende Mechanismen einleiten. Chemokine wie 
GRO-  und IL-8 gelten als potente Moleküle zur Anlockung von Granulozyten (Luster, 1998; 
Rudack et al., 2003). Dagegen könnten über die Freisetzung von IP-10 einerseits NK-Zellen 
angelockt werden und andererseits über die Chemotaxis von T-Zellen bereits in der Frühphase 
der Infektion das sich entwickelnde Th1/Th2-Gleichgewicht beeinflusst werden (Scharton und 
Scott, 193; Vester et al., 1999). Dieses bei Merozoiten I-infizierten primären, als auch 
permanenten Kolonepithelzellen gleichermaßen gesteigerte Chemokin scheint eine 
Schlüsselrolle bei der Entwicklung von Kokzidien zu haben. So zeigten Depletionsstudien in 
Mäusen, dass eine Neutralisation von IP-10 über Verabreichung monoklonaler Antikörper zu 
einer > 1000fach erhöhten Parasitenbürde führte (Khan et al., 2000). In ähnlicher Weise 
könnte im Falle von E. bovis die erhöhte Transkription von IP-10 in infizierten Epithelzellen 
als eine der die Entwicklung des Parasitens negativ beeinflussende Schutzreaktion der 
Wirtszelle verstanden werden.  
 
E. bovis-Merozoiten I induzieren zudem die Synthese von GM-CSF in infizierten BCEC 
(siehe Abb. 6). GM-CSF gilt als ein Wachstumsfaktor, der u. a. die Proliferation und Reifung 
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von PMN beeinflusst. Auch T. gondii-Merozoiten induzieren die GM-CSF-Synthese 
(Nagineni et al., 2000), ebenso war dies der Fall bei Infektionen von Endothelzellen mit 
N. caninum-Merozoiten und E. bovis-Sporozoiten (Taubert et al., 2006). Über die direkten 
oder indirekten Effekte auf die Parasiten liegen jedoch widersprüchliche Angaben vor. So 
kann GM-CSF die Fähigkeit von Makrophagen und Mikrogliazellen, T. gondii abzutöten 
einerseits steigern (Fischer et al., 1993; Benedetto et al., 2000), nach anderen Berichten 
jedoch reduzieren (Delemarre et al., 1995, 1998).  
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Abb. 8. Transkription der IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-α, IP-10 und MCP-1-Gene in primären bovinen 
Kolonepithelzellen nach Infektion mit Eimeria bovis-Merozoiten I. Primäre bovine Kolonepithelzellen (n = 
5) wurden mit 2 x 10
6
 Merozoiten I infiziert. Nach den angegebenen Stunden p. i. wurde Total-RNA gewonnen, 
reverse transkribiert und mittels Realtime PCR die Transkripte von IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-α, IP-10 und 
MCP-1 nachgewiesen. Als Positivkontrolle diente eine Stimulation mit TNF-α und LPS (T/L) über 24 h. 
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Abb. 9. Transkription der IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-α, IP-10 und MCP-1-Gene in BCEC nach 
Infektion mit E. bovis-Merozoiten I. BCEC wurden mit 2 x 10
6
 Merozoiten I infiziert. Nach den 
angegebenen Stunden p. i. wurde Total-RNA gewonnen, reverse transkribiert und mittels Realtime PCR die 
Transkripte von IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-α, IP-10 und MCP-1 nachgewiesen. Als Positivkontrolle diente 
eine Stimulation mit TNF-α und LPS (T/L) über 24 h. 
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 Abb. 10. Infektionsdosis-abhängige Transkription der IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-α, IP-10 und MCP-1-
Gene in BCEC nach Infektion mit E. bovis-Merozoiten I. BCEC wurden mit Merozoiten I infiziert. Nach 6 
Stunden p. i. wurde Total-RNA gewonnen, reverse transkribiert und mittels Realtime PCR die Transkripte von 
IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-α, IP-10 und MCP-1 nachgewiesen. Als Positivkontrolle diente eine Stimulation mit 
TNF-α und LPS (T/L) über 24 h. 
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4.6 Alternativer Invasionsmechanismus bei Eimeria bovis-Sporozoiten 
Im Dünndarm frisch exzystierte E. bovis-Sporozoiten haben eine Epithelzellschicht zu 
durchwandern, die als physikalische Barriere betrachtet werden kann. Wie bereits erwähnt, 
können bereits intrazellulär situierte E. bovis-Sporozoiten in vitro spontan ihre Wirtszelle 
verlassen und eine neue Zelle befallen. Dieses Phänomen steht im klaren Wiederspruch zur 
„klassischen“ Zellinvasion von Apicomplexa, welche mit der Bildung einer PV und damit 
eines separaten Kompartiments innerhalb des Zytosols einhergeht. 
Unter Verwendung eines standardisierten „Cell Wound“-Assays in Verbindung mit 
unterschiedlicher Zelltypen boviner (BSLEC, BAEC) sowie nicht-boviner Herkunft (HT29, 
VERO), wurde die Fähigkeit von E. bovis-Sporozoiten, Zellen zu durchwandern, untersucht. 
Für vergleichsweise Aussagen wurden außerdem Tachyzoiten von T. gondii und N. caninum 
auf ihre Invasionsmechanismen überprüft (siehe Veröffentlichung 5.2). Der „Cell Wound“-
Assay basiert auf einem zellimpermeablen Marker (FITC-Dextran), welcher bei einer 
Verletzung der Zellmembran in die Zelle gelangt und nach Reparatur der Zellmembran im 
Zytosol verbleibt (McNeil et al., 1999). Tote Zellen, deren Zellmembran nicht mehr intakt ist, 
werden nicht dauerhaft gefärbt und können somit leicht von „verletzten“ Zellen unterschieden 
werden. Weiterhin erlaubt dieser Test die Abgrenzung von endozytotisch inkorporiertem 
FITC-Dextran, das sich als kleine fluoreszierende Punkte im Zytosol im Gegensatz zur 
homogenen Fluoreszenz von „verletzten“ Zellen darstellen lässt.  
Die mit diesem Test erzielten Ergebnisse waren eindeutig. Bei mit E. bovis-Sporozoiten 
infizierten Endothelzellen wurde ein relativ höherer Anteil „verletzter“ Zellen beobachtet 
verglichen mit T. gondii- oder N. caninum-Infektionen. Die FITC-Dextran-gefärbten Zellen 
waren dabei in allen Fällen parasitenfrei. Bei der Verwendung von 4 x 10
4
 Sporozoiten pro 
Coverslip wurden so 2,5 % und 3,5 % FITC-Dextran-gefärbte Zellen respektive in BAEC und 
BSLEC gefunden (siehe Veröffentlichung 5.2). Das Verhältnis zwischen der eingesetzten 
Parasitenzahl und gefärbter Zellen war 0,95  0,23 und 0,9  0,08 in BAEC bzw. BSLEC und 
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der Unterschied zu Infektionen mit Tachyzoiten von T. gondii und N. caninum war 
hochsignifikant (P < 0.001). Unabhängig vom Zelltyp waren T. gondii- und N. caninum-
Tachyzoiten somit offensichtlich nicht in der Lage, Zellen zu durchwandern (siehe 
Veröffentlichung 5.2). Die Resultateverdeutlichen zudem, dass Sporozoiten von E. bovis, 
ebenso wie solche von P. yoelii (Mota et al., 2001), über einen Transmigrationsmechanismus 
verfügen, der es ihnen ermöglicht, durch Zellbarrieren zu migrieren, um die endgültige 
Wirtszelle zu erreichen.  
Ob der Farbstoff während der Invasion oder des Egresses aus der Zelle ins Zytosol eindrang, 
konnte anhand dieses Testes nicht geklärt werden. Einige Arbeiten zu alternativen 
Invasionsmechanismen von Sporozoiten deuten darauf hin, dass bei dieser Form der 
Migration keine PV in der Wirtszelle gebildet wird (Mota et al., 2001, Mota and Rodriguez, 
2001, 2002), wie sie bei der klassischen Invasion bei Apicomplexa belegt ist (Dubremetz et 
al., 1998). Interessanterweise wurden bereits bei anderen Eimeria-Sporozoiten Invasions- und 
Egress-Versuche in vitro beschrieben (Speer et al., 1971, Danforth et al., 1984, 1992, 
Chobatar et al., 1993), jedoch erfolgte keine weitergehende Untersuchung dieses Phänomens. 
Zudem beschreiben eine Reihe von Studien, dass Sporozoiten anderer Coccidia kurz nach der 
Zellinvasion ebenso frei im Zytosol vorliegen (Aikawa et al., 1984, Danforth et al., 1992, 
Chobatar et al., 1993). Dies legt nahe, dass die Fähigkeit von Sporozoiten, durch Zellen zu 
migrieren, bei Eucoccidiida weiter verbreitet ist als bisher angenommen. Wie bereits von 
anderen Autoren vermutet (Mota el at., 2001, Mota und Rodriguez, 2002), könnte der Vorteil 
der Transmigrationsfähigkeit der Sporozoiten darin liegen, sie in die Lage zu versetzen, 
physikalische Barrieren zu durchwandern. Dies könnten inbesondere für solche Parasiten eine 
Rolle spielen, deren Sporozoiten an Orten freigesetzt werden, an denen ihre spezifische 
Wirtszelle nicht vorliegt, wie z. B. im Falle von P. yoelii und E. bovis. Diese Sporozoiten 
müssen möglichst schnell eine adäquate Wirtszelle finden und invadieren, um nicht vom 
Immunsystems des Wirtes erfasst zu werden. Somit scheint der Zeitfaktor bei der Invasion 
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nicht unerheblich zu sein. Bei E. bovis-Sporozoiten dauert die klassische Invasion von 
Wirtszellen etwa 20-25 Sekunden, dagegen läuft die alternative Invasion mit anschließendem 
Egress sehr viel schneller in nur wenigen Sekunden (2-5) ab. Bei P. yoelii-Sporozoiten findet 
diese Art der Invasion mit < 2 Sekunden sogar noch schneller statt (Mota et al., 2001).  
 
Es wäre naheliegend anzunehmen, dass inbesondere nicht-bovine Wirtszellen wie z. B. 
humane HT29- oder von Primaten stammende VERO-Zellen eher von E. bovis-Sporozoiten 
durchwandert werden als bovine Endothelzellen (BAEC, BSLEC). Diese Vermutung 
bestätigte sich jedoch nicht. So war der Anteil FITC-Dextran-positiver Zellen deutlich 
niedriger in infizierten HT29- und VERO-Zellrasen als in bovinen Endothelzellen; in der 
Regel überschritten die Werte nicht diejenigen nicht-infizierter Kontrollen (siehe 
Veröffentlichung 5.2). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der alternative Weg der 
Invasion der Wirtszelle unabhängig vom Zelltyp zu sein scheint. Zum besseren Verständnis 
dieser Phänomene wären detaillierte Untersuchungen zu molekularen Grundlagen sowohl der 
Invasion als auch des Egresses von Sporozoiten im bovinen System nötig. 
Über die tatsächliche Bedeutung der Transmigrationsfähigkeit von Sporozoiten bei 
Apicomplexa wurde viel spekuliert, insbesondere bezüglich Plasmodien. Hier wird vermutet, 
dass die Sporozoiten-Transmigration zudem eine Rolle als Evasionsstrategie spielen könnte. 
Bei der Migration von P. yoelii-Sporozoiten durch Hepatozyten in vitro wurde so z. B. eine 
Spur vom sog. „circumsporozoite protein“ (CSP) nachgewiesen und spekuliert, dass dies dazu 
dienen könnte, eine „falsche Fährte“ für das Immunsystem zu hinterlegen und dieses so in die 
Irre zu führen (Mota et al., 2002). Zudem hätten Sporozoiten so die Gelegenheit Wirtszellen 
intrazellulär auf optimale „Mikrohabitatsbedingungen“ für die angestrebte Replikation zu 
testen.  
Die stadienspezifisch ausschließlich bei Sporozoiten vorhandene Transmigrationsfähigkeit, 
könnte auch ein Hinweis darauf sein, dass unterschiedliche Parasitenstadien hochspezifische 
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„Werkzeuge“ für ihre in unterschiedlichen Zelltypen ablaufende Weiterentwicklung bedürfen. 
Dazu passt, dass auch Merozoitenstadien von T. gondii und N. caninum nicht die Fähigkeit 
zur alternativen Invasion haben (siehe Veröffentlichung 5.2).  
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Sporozoiten von E. bovis durch ihre 
stadienspezifische Fähigkeit, die Zellmembran zu durchbrechen ohne den Zelltod auszulösen, 
physikalische Barrieren, wie z. B. Epithelschichten des Ileums, schnell durchwandern könnten 
um somit rasch zum eigentlichen Ort der ersten Merogonie zu gelangen. Es ist daher 
anzunehmen, dass E. bovis-Sporozoiten eher auf direktem Weg durch Zellen wandern, statt 
über eine parazelluläre Route zum lymphatischen Endothel zu gelangen.  
 
 
4.6.1 Induzierter Egress von Kokzidien (Eimeria bovis, Neospora caninum, 
Toxoplasma gondii) aus bovinen  Endothelzellen  
Die Fähigkeit von Apicomplexa zum Egress aus einer bereits infizierten Zelle ist eine 
wichtige Voraussetzung für die erfolgreiche Etablierung einer Coccidia-Infektion 
(zusammenfassend bei Hoff und Carruthers, 2002). Beim Egress kommen ähnliche 
molekulare Mechanismen zum Tragen wie bei der Invasion der Wirtszelle und er kann durch 
ähnliche Stimuli (s. u.) induziert werden. Kalzium spielt grundsätzlich sowohl bei der 
Invasion als auch beim Egress von Apicomplexa eine essentielle Rolle (zusammenfassend bei 
Arrizabalaga und Boothroyd, 2004). So gilt der Anstieg von intrazellulären Kalzium in der 
Wirtszelle als ein potenter Induktor des Egresses (Endo et al., 1982, Schwab et al., 1994, 
Stommel et al., 1997).  
 
Ursprüngliches Ziel der in Veröffentlichung 5.6 dargestellten Untersuchungen war es, einen 
synchronen Egress von Merozoiten verschiedener Coccidia-Arten in vitro zu erzielen, um 
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sowohl Merozoiten von hoher Reinheit als auch von großer Anzahl zu ernten. Zu diesem 
Zweck wurden bovine Endothelzellen (BUVEC, BSLEC) mit E. bovis, N. caninum und 
T. gondii infiziert und gegen Ende der Merogonie durch Zugabe des Kalzium-Ionophors 
A23187 zum synchronen Austritt aus der Zelle zu stimulieren.  
Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die ionophorvermittelte Zunahme der 
Kalziumkonzentration in Zytosol der Wirtszelle grundsätzlich zu einem schnellen Egress von 
T. gondii- und N. caninum-Merozoiten führte. Dies erfolgte in Abhängigkeit der Ionophor-
Konzentration und des Reifungszustandes der entsprechenden Meronten. So war ein 
Ionophor-induzierter Egress der Merozoiten aus der Wirtszelle bei T. gondii und N. caninunm 
früh nach der Infektion am 1. Tag p. i. nicht möglich, was mit der schnell einsetzenden 
Weiterentwicklung der intrazellulären Stadien zusammenhängen könnte. Dagegen kam es bei 
den sich langsamer weiterentwickelnden E. bovis-Sporozoiten noch bis zum 2. Tag p. i. zum 
Egress der Sporozoiten aus der Zelle. Anschließend war es jedoch nicht mehr möglich, 
Sporozoiten zum Verlassen der Zelle zu veranlassen (siehe Veröffentlichung 5.6).  
Über die genauen Mechanismen des Ionophors-induzierten Egresses bei Kokzidien ist wenig 
bekannt. Es ist zu vermuten, dass der ionophor-vermittelte Anstieg der Kalziumkonzentration 
im Wirtszellzytosol vom Parasiten als Signal von Zelltod gedeutet wird, das ihn veranlasst, 
die Zelle sofort zu verlassen. In diesem Zusammenhang konnten Moudy et al. (2001) eine 
gesteigerte Permeabilisierung der Wirtszellmembran messen, die ca. 2-3 min vor dem Egress 
von T. gondii-Tachyzoiten stattfand. Die Membranpermeabilisierung ihrerseits führt ebenfalls 
zu einem sofortigem Kalziumanstieg. Eine hohe intrazelluläre Kalziumkonzentration führt 
schließlich zum Tod der Zelle. Somit hätten frisch eingedrungene Sporozoiten durch die 
Egressfähigkeit die Möglichkeit auch nach der Invasion neue Zellen zu befallen, falls adverse 
Bedingungen im Zytosol eintreten sollten. Dies könnte in direktem Zusammenhang mit den 
bereits beschriebenen Beobachtungen stehen. So verlassen T. gondii-Tachyzoiten auch kurz 
nach der Invasion eine Wirtszelle wieder, wenn Bedingungen im Zytosol nicht optimal sind, 
Ergebnisse und Diskussion 
 80 
wie z. B. nach dem Verlust von intrazellulären Kalium (Moudy et al., 2001). Die besondere 
Fähigkeit zum Egress aus der Wirtszelle stellt sicherlich einen Vorteil dar für intrazelluläre 
Parasiten, da eine effektive Replikation nur in vitalen Wirtszellen durchzuführen ist (Hoff und 
Carruthers, 2002). Es wird daher postuliert, dass sowohl der Egress bei Apicomplexa als auch 
die Zellinvasion essentielle Bestandteile der erfolgreichen Etablierung der Infektion im Wirt 
darstellen (Hoff und Carruthers, 2002). 
Anders als bei T. gondii und N. caninum konnte nach Zugabe des Ionophors A23187 kein 
schneller Egress der E. bovis-Merozoiten I induziert werden. Dieses Verhaltensmuster war 
unabhängig vom Zelltyp und Zeitpunkt der Merontenreifung. Eine mögliche Erklärung wäre 
die doch sehr asynchrone Entwicklung der E. bovis-Makromeronten in vitro (siehe 
Veröffentlichung 5.1). Andererseits könnte die starke Anreicherung von 
Zytoskelettelementen um die PV von E. bovis-Makromeronten Grundlage dieses Phänomens 
sein (siehe Veröffentlichung 5.5). E. bovis-Merozoiten I müssten im Prinzip drei Schichten, 
die PV-Membran, die verdichteten Zytoskelettelemente und die Wirtszellmembran 
penetrieren, um die Wirtszelle zu verlassen. Dies wäre vergleichsweise mit deutlich mehr 
Aufwand verbunden als im Falle von von T. gondii- und N. caninum-Tachyzoiten oder 
E. bovis-Sporozoiten (zum frühen Zeitpunkt ist das Zytoskelett noch nicht maßgeblich 
verändert). Bei E. bovis fehlen jegliche Kenntnisse auf molekularer Ebene zum Egress von 
Merozoiten I. Grundsätzliche Hinweise zu dieser Fragestellung kommen aus der Malaria-
Forschung. Hier konnte gezeigt werden, dass beim Egress von P. falciparum-Merozoiten aus 
den Erythrozyten von Merozoiten produzierte Proteasen maßgeblich beteiligt sind (Salmon et 
al., 2005; Soni et al, 2005; Yeoh et al., 2007). Über diese Enzyme wird offensichtlich das 
Zytoskelett der Erythrozyten kurz vor dem Egress aufgespalten, so dass die Merozoiten die 
Zelle verlassen können (Deguercy et al. 1990, Le Bonniec et al., 1999, Hanspal et al., 2002). 
Das Zytoskelett der Erythrozyten unterscheidet sich jedoch wesentlich von der kompakten 
Vernetzung der Mikrotubuli und Aktinfilamente, die die reifen E. bovis-Makromeronten 
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aumgeben (siehe Veröffentlichung 5.5). Ein Inhibitor der Cystein-Protease (E64), der den 
Egress der P. falciparum-Merozoiten aus Erythrozyten hemmen konnte, zeigte bei E. bovis-, 
T. gondii- oder N. caninum-infizierten Zellen keinen Einfluss. Folgerichtig muss 
angenommen werden, dass diejenigen Proteasen, die durch E64 aktiv blockiert werden, beim 
Egress-Mechanismus dieser Parasiten anscheinend nicht beteiligt sind. 
 
 
4.7 Infektionen mit Eimeria bovis und anderen Apicomplexa (Toxoplasma 
gondii, Neospora caninum) induzieren die endotheliale Synthese von 
Adhäsionsmolekülen mit nachfolgender PMN-Adhäsion 
Werden z. B. über Zytokine oder Pathogene Endothelzellen aktiviert, kommt es nachfolgend 
zur Adhäsion von Leukozyten an das Endothel im irritierten Bereich. Diese Leukozyten-
Adhäsion wird in erster Linie von endothelial exprimierten Adhäsionsmolekülen vermittelt 
(Ebnet und Vestweber, 1999, Wagner und Roth, 2000). 
Im Falle der E. bovis-Infektion kommt es in vitro unter physiologischen Fließbedingungen 
(„parallel plate flow chamber“-Assay) schnell nach dem Eindringen der Sporozoiten zur 
Aktivierung der BUVEC (siehe Veröffentlichung 5.3). Dies wurde anhand der innerhalb von 
30 Minuten induzierten Transkription der P- und E-Selektingene gezeigt. Diese 
Adhäsionsmoleküle vermitteln frühe, noch reversible Kontakte zwischen Endothelzellen und 
Leukozyten (Tedder et al., 1995). ICAM-1 und VCAM-1, Adhäsionsmoleküle, die dagegen 
eher die feste Bindung der Leukozyten vermitteln, wurden über E. bovis wesentlich 
schwächer induziert (siehe Veröffentlichung 5.3). In allen Fällen beschränkte sich die 
Hochregulation der Gentranskription aber auf einen Zeitraum von wenigen Stunden nach der 
Infektion. Es ist somit zu vermuten, dass die eingedrungenen Sporozoiten und nicht die sich 
anschließend entwickelnden Meronten (die Durchflusskammer-Experimente umfassten einen 
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Zeitraum von insgesamt 14 Tagen nach der Infektion) Ursache für die Aktivierung der 
Endothelzellen sind (Veröffentlichung 5.3).  
Bei bakteriellen Infektionen von Endothelzellen z. B. durch Chlamydia pneumoniae oder 
Bartonella henselae wurde ebenfalls eine Induktion von Adhäsionsmolekülen in humanen 
Endothelzellen gezeigt (Krüll et al., 1999, Fuhrmann et al., 2001), wobei die zeitlichen 
Abläufe der Hochregulation ungefähr denen bei E. bovis entsprachen. Im Falle dieser 
Infektionen wird angenommen, dass bereits die Anlagerung der Bakterien an Endothelzellen 
die Transkription dieser Gene induziert. Auch lösliche, bakterielle Komponenten, wie z. B. 
Endotoxine und Listeriolysin lösten sofortige Reaktionen bei Endothelzellen aus (Krüll et al., 
1996, 1997). In diesem Zusammenhang könnten auch lösliche, exkretorisch/sekretorische 
Produkte von E. bovis-Sporozoiten, die z. B. bei der „gliding motility“ abgegeben werden 
(zusammenfassend bei Dubremetz et al., 1998, Augustine, 2001), eine Rolle spielen. Wie 
unter Veröffentlichung 5.2 beschrieben, sind Sporozoiten als invasive Stadien sehr 
beweglich und zusätzlich in der Lage, Endothelzellen zu durchwandern. Diese mechanischen 
Reize könnten ebenfalls für die Aktivierung der Endothelzellen verantwortlich sein. 
Reaktionen mit vergleichbaren Zeitabläufen ließen sich auch nach Infektionen von 
Endothelzellen mit T. gondii- und N. caninum-Tachyzoiten beobachten. Diese 
Parasitenstadien induzierten allerdings im Vergleich zu Sporozoiten von E. bovis trotz 
deutlich geringeren resultierenden Infektionsraten um den Faktor 4-10 höhere 
Transkriptionsraten (siehe Veröffentlichung 5.3 und 5.4).  
 
Im Anschluss an die Expression der Adhäsionsmolekülen auf der Oberfläche der 
Endothelzellen können Leukozyten an das aktivierte Endothel binden. Diese Vorgänge lassen 
sich, wie bereits oben erwähnt, mittels einer speziellen Durchflusskammer unter 
physiologischen Flussbedingungen simulieren und erfassen. Da Adhäsionsmoleküle auf der 
Oberfläche von Endothelzellen relativ lange persistieren (Scholz et el, 1996), können 
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E. bovis-infizierte Endothelzellen trotz des kurzfristigen, auf Stunden beschränkten Anstiegs 
der Gentranskription über einen längeren Zeitraum z. B. PMN binden (siehe 
Veröffentlichung 5.3). Infektionen mit E. bovis-Sporozoiten induzierten eine messbare 
Adhäsion von PMN an infizierte endotheliale Zellrasen über den gesamten 
Untersuchungszeitraum hinweg. Wie im Falle der Transkription der Adhäsionsmoleküle fiel 
die PMN-Adhäsion bei E. bovis im Vergleich zu T. gondii- oder N. caninum-infizierten 
BUVEC deutlich jedoch deutlich schwächer aus. Dies trifft v. a. zu, wenn die bei E. bovis 
vorliegenden, wesentlich höheren Befallsraten berücksichtigt werden (siehe 
Veröffentlichungen 5.3 und 5.4). Es somit zu vermuten, dass E. bovis-Sporozoiten und –
Meronten I auch in vivo einen geringeren Entzündungsreiz für Endothelzellen bedeuten als 
Merozoiten von T. gondii und N. caninum.  
Die Adhäsion der PMN an infizierte Endothelzellen erfolgte jedoch nicht ausschließlich an 
infizierte Zellen, sondern betraf auch nicht-infizierte Zellen innerhalb eines infizierten 
Zellrasens (siehe Veröffentlichung 5.3). Dieses Verhaltensmuster konnte ebenfalls für mit T. 
gondi-  und N. caninum-infizierte BUVEC gezeigt werden (siehe Veröffentlichung 5.4). Die 
Ursachen hierfür sind vollkommen unbekannt. Mechanische Einflüsse, die beim Gliding der 
Parasiten über potenzielle Wirtszellen gesetzt werden, oder von infizierten Zellen sezernierte, 
parakrin wirkende Faktoren könnten hier zugrunde liegen.  
 
 
4.7.1 Intrazelluläre Eimeria bovis-Stadien hemmen TNF- -induzierte Reaktionen 
der endothelialen Wirtszelle  
Es mutet erstaunlich an, dass in E. bovis-infizierten Endothelzellen im späteren 
Infektionsverlauf trotz der massiven Parasitenproliferation jegliche Transkription der für 
Adhäsionsmoleküle kodierenden Gene unterbleibt. Dieser im Prinzip anerge Zustand der 
befallenen Endothelzelle legt die Annahme nahe, dass E. bovis  selbst die Transkription 
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bestimmter Gene moduliert. Unsere in vitro-Experimente zeigten, dass dies tatsächlich der 
Fall ist. In Versuchen, in denen der stimulatorische Effekt von TNF- , einem potenten 
Aktivator von Endothelzellen, vergleichend bei infizierten und nicht-infizierten Zellen 
untersucht wurde, zeigte sich, dass sowohl die PMN-Adhäsion als auch die Transkription der 
für Adhäsionsmoleküle kodierenden Gene bei E. bovis-infizierten BUVEC schwächer war als 
bei nicht-infizierten Kontrollen (siehe Veröffentlichung 5.3). Daraus muss gefolgert werden, 
dass E. bovis tatsächlich dieses für die Initiierung von Entzündungsreaktionen relevante 
System der Endothelzellen hemmend beeinflussen kann. In Anbetracht der langsamen 
Entwicklung der Meronten I erscheint es als mögliche Evasionsstrategie durchaus sinnvoll für 
E. bovis, pro-inflammatorische Prozesse, die zur Schädigung der Meronten führen könnten, zu 
unterbinden. Diese Experimente zeigten weiterhin auch erstmalig, dass E. bovis grundsätzlich 
und ähnlich wie T. gondii (Shapira, et al., 2002, Aliberti et al., 2004, Lüder und Gross, 2005) 
befähigt ist, die Genexpression der Wirtszelle zu seinem Vorteil zu modulieren. 
 
 
4.8 Beeinflussung des Zytoskeletts der Wirtszelle durch Eimeria bovis 
Eine Besonderheit in der Entwicklungsbiologie von E. bovis ist die Bildung der 
Makromeronten in den Endothelzellen der Lymphkapillaren der Villi des Ileums. Dabei wird 
die befallene Endothelzelle bis zu 300 m groß und diese enorme Größenzunahme sollte mit 
Veränderungen des Zytoskeletts einhergehen.  
In der vorliegenden Arbeit zur Beeinflussung des Zytoskeletts der endothelialen Wirtszelle 
(BSLEC, BUVEC) durch E. bovis wurde auf folgende Komponenten eingegangen: 
Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermediärfilamente (Vimentin) (siehe Veröffentlichung 
5.5). Außerdem wurde Spektrin als ein sog. „akzessorisches Molekül“ des Zytoskeletts mit 
einbezogen, da es u. a. an der Verankerung des Zytoskeletts an der Zellmembran, beteiligt ist. 
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Insgesamt wurden im Verlauf der ersten Merogonie von E. bovis deutliche Veränderung des 
Zytoskeletts beobachtet. Dies betraf insbesondere Aktinfilamente und Mikrotubuli. Diese 
Veränderungen waren in der Frühphase der Infektion (8 Tage p. i.) zunächst als eine 
Ansammlung von Fasern um die PV erkennbar (siehe Veröffentlichung 5.5). Mit 
zunehmender Größe der Meronten bis zum 15.-20. Tag p. i. wurden die Unterschiede 
zwischen infizierten Zellen und Kontrollen immer evidenter. So waren die Makromeronten 
schließlich von einer dicken, kompakten Schicht aus Mikrotubuli und Aktinfilamenten 
umgeben (siehe Veröffentlichung 5.5). Es ist somit anzunehmen, dass im Zuge der extremen 
Vergrößerung der den Makromeronten tragenden Wirtszelle speziell die Aktinfilamente 
bezüglich der strukturellen Stabilität und Bruchfestigkeit der Zelle (Janmay, 1991) eine Rolle 
spielen. Unsere Daten stimmen mit Beobachtungen bei wesentlich kleiner ausgeprägten 
Meronten, wie z. B. von C. parvum überein, da auch dort eine Vermehrung der 
Aktinfilamente um die PV beobachtet wurde (Elliot und Clark, 2000, Elliot et al., 2001).  
 
Neben Aktinfilamenten spielen die Mikrotubuli eine essentielle Rolle bei der Verteilung und 
Bewegung von intrazellulären Organellen (Kelly, 1990, Morrisette et al., 2004). Die 
Modulation dieser Fasernetzwerke seitens der Parasiten könnte in Hinsicht auf die 
Versorgung mit Nährstoffen zum Tragen kommen. So moduliert z. B. T. gondii gezielt die 
Mikrotubuli der Wirtszelle, um selektiv Endolysosomen zur PV zu rekrutieren (Coppens et 
al., 2006). Die Autoren konnten darüber hinaus die Bildung kleiner Mikrotubuli-
Invaginationen auf der PVM beobachten, die offensichtlich ebenfalls der Versorgung der 
Parasiten zu dienen schien. In ähnlicher Weise könnte E. bovis das Netzwerk der Mikrotubuli 
zu seinem Vorteil ausnutzen, indem er z. B. Organellen wie Mitochondrien, Golgi-Apparat 
oder das ER in räumliche Nähe zur PVM bringt und so für eine effizientere Zufuhr von 
Nährstoffen sorgt. Dementsprechend war gegen Ende der E. bovis-Makromeronten-
entwicklung und somit zum Zeitpunkt der stärksten Replikationsaktivität eine signifikante 
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Vermehrung der Mikrotubuli zu erkennen. Dies könnte mit dem zu diesem Zeitpunkt erhöhten 
Energiebedarf der Parasiten in Verbindung stehen. 
Bei T. gondii-infizierten Zellen wurden ähnliche Veränderungen des Mikrotubulisystems 
beschrieben, allerdings betrafen diese im Gegensatz zu E. bovis die Frühphase der Infektion 
(Melo et al., 2001).  
Im Falle von E. bovis wurde zudem eine signifikanten Zunahme von posttranslational 
azetylierten Mikrotubuli in der Endphase der ersten Merogonie beobachtet. Die 
posttranslationale Modifikation der Mikrotubuli spricht zum einem für eine Stabilisierung der 
Fasern und somit indirekt der PV und zum anderen für die Anbindung von Proteinen an 
dieses Netzwerk. Somit könnte E. bovis der Zugang zu zellulären Makromolekülen 
ermöglicht werden, die zur letztendlichen Reifung des Parasitens beitragen könnten.  
 
Eine Modulation der Mikrotubuli durch intrazelluläre Parasiten könnte ebenfalls im 
Zusammenhang mit „wirtszelleigenen Immunreaktionen“ stehen, da die Vermehrung dieser 
Zytoskelettelemente um die PV als eine Art Barriere für Phagolysosomen angesehen werden 
kann (Andrade et al., 2001). In unseren Untersuchungen wurde ab Tag 15 p. i. eine deutliche 
Verstärkung des Mikrotubuli-Netzwerks um die PV von E. bovis beobachtet (siehe 
Veröffentlichung 5.5), was auch in dem oben genannten Zusammenhang bewertet werden 
kann. Dies deutet zudem an, dass Eimeria spp. grundsätzlich in der Lage sind, sich gegen 
intrazelluläre Abwehrmechanismen der Wirtszelle zu wehren. Bei naheverwandte Eimeria-
Arten der Ziege, wurde kürzlich über die Regulierung von -Defensin-2-Genen ebenso ein 
Eingriff des Parasitens in zelleigene Abwehrmechanismen beobachtet (Ibarra-Velarde und 
Alcala-Canto, 2007). 
 
Die Bewertung der Spektrindaten wurde dadurch erschwert, dass sowohl Sporozoiten als auch 
die sich entwickelnden Merozoiten I diese Moleküle exprimieren, was eine Quantifizierung 
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im Hinblick auf die Wirtszelle nahezu unmöglich machte. Innerhalb der reifen Meronten 
konnten trotzdem eine verstärkte Einlagerung von Spektrin in die Septen der 
Merontenkammern beobachtet werden. Daten zur Präsenz von Spektrin in Eimeria-Stadien 
fehlen bisher; bei T. gondii-Stadien sind Spektrin-ähnliche Proteine im apikalen Bereich 
bereits belegt (Ghazali et al., 1995).  
Über die Funktionen von Spektrin werden bislang nur Mutmaßungen angestellt. Diskutiert 
wird die Formation eines Netzwerks, das ähnliche Funktionen wie das Spektrin der 
Erythrozyten innehaben könnte und somit zur Strukturerhaltung, Organisation von 
Mikrodomänen, Transport und Selektion von Proteinen, Vesikelbildung, Herstellung einer 
Verbindung zum mikrotubulären Zytoskelett sowie zur Ausbildung eines „spectrin-ankyrin 
adapter-protein trafficking system“ (SAATS) dienen könnte (Beck et al., 1997, Devarajan et 
al., 1997, De Matteis und Morrow, 1998, Lippincott-Schwartz, 1998; Stankewich et al., 1998, 
Holleran und Holzbaur, 1998). 
 
Vimentin sollte als Intermediärfilament eine dominante Komponente des Zytoskeletts der 
Endothelzelle darstellen. In den verwendeten BUVEC und BSLEC konnte jedoch sowohl bei 
infizierten, als auch bei Kontrollzellen nur eine diffuse Färbung im Zytosol beobachtet 
werden. Es waren keine filamentösen Strukturen zu erkennen, obwohl solche Elemente in 
anderen bovinen Zellen unter Verwendung desselben Antikörpers nachgewiesen werden 
konnten. Ursache hierfür könnte z. B. eine bereits beim Menschen (Bart et al., 2005, Natsuga 
et al., 2005) und Rind (Matthews and Allen, 2005) beschriebene Mutation des Plektin-Genes 
sein, welches indirekt eine Beeinträchtigung der Ausbildung der Vimentinfilamente nach sich 
zieht. 
 
Über die molekularen Mechanismen, die der Beeinflussung des Zytoskeletts durch 
Apicomplexa zugrunde liegen, ist bisher nur wenig bekannt. In C. parvum-infizierten 
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Humanepithelzellen wurde die Stimulation der Gentranskription von Proteinen beschrieben, 
die mit der Bindung und Polymerisierung von Aktinfilamenten und Mikrotubuli in 
Zusammenhang stehen (Deng et al., 2004). Darüber hinaus induzierten intrazelluläre 
C. parvum-Sporozoiten bestimmte Kinasen, welche indirekt für die Polymerisierung von 
Mikrotubuli und Aktinfilamente benötigt werden (Forney et al., 1999).  
 
Insgesamt verdeutlichen die in Veröffentlichung 5.5 vorgestellten Daten, dass es zu 
signifikanten Veränderungen des Zytoskeletts im Zuge der ersten Merogonie von E. bovis in 
vitro kommt. Die Beeinflussung des Zytoskeletts durch E. bovis könnte dabei folgenden 
Strategien folgen: i) Erhalt der Wirtszellstabilität während der Makromerontenbildung, ii) 
Rekrutierung von Wirtszellorganellen zur PV als Nahrungsquelle und iii) Inhibition der 
Fusion von Phagolysosomen mit der PVM. 
 
 
4.9 Eimeria bovis-Antigene auf der Oberfläche infizierter Wirtszellen in vitro 
Die im Vergleich zu anderen Eimeria-Arten recht lange Persistenz der ersten Merogonie von 
E. bovis wirft in Anbetracht bereits in der Präpatenz einsetzender, starker humoraler und 
zellulärer Immunreaktionen (Fiege et al., 1992; Hermosilla et al., 1999) Fragen nach 
parasitenspezifischer Antigenexpression einerseits und nach Evasionsstrategien des Parasitens 
andererseits auf. Nach allen bisherigen, zumeist im Nagermodel durchgeführten Studien, 
stellen Sporozoiten oder frühe Meronten I die Hauptziele protektiver Immunreaktionen bei 
immunen Tieren dar (zusammenfassend bei Shi et al., 2000). Auch im Falle von E. bovis 
deuten Daten einer älteren Studie (Hammond, 1963) auf frühe Schizonten als Ziel der 
Immunität hin. In diesem Zusammenhang erscheint es von Interesse, dass sich auf der 
Oberfläche E. bovis-infizierter Wirtszellen immunreaktives Material in vitro nachweisen lässt, 
das Antikörper aus immunen Kälbern bindet. In der vorliegenden Arbeit (siehe 
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Veröffentlichung 5.7) sollten daher diese parasitenspezifischen Antigene auf der 
Wirtszelloberfläche (Eimeria bovis host cell surface antigens; EbHCSAg) dargestellt und 
näher charakterisiert werden. 
Dass die Oberläche infizierter, sich entwickelnde oder reife Meronten enthaltender 
Wirtszellen modifiziert wird, zeigte sich deutlich in den Untersuchungen zur Erfassung von 
EbHCSAg (siehe Veröffentlichung 5.7). Sobald die Replikation der intrazellulären Erreger 
begonnen hatte (ab dem 7. Tag p. i.), wiesen die Wirtszellen unabhängig vom Zelltyp 
Komponenten auf der Oberfläche auf, die mit dem Serum immuner Kälber reagierten. Eine 
solche Reaktivität konnte auch mit Seren aus mit E. bovis-Merozoiten I immunisierten Ratten 
nachvollzogen werden. Die beginnende Merogonie war aber offensichtlich Voraussetzung, 
denn an VERO-Zellen, die zwar Sporozoiten enthielten aber keine weitere Entwicklung 
zuließen, banden Antikörper entsprechend nicht. Auch die mit dem Fortschreiten der 
Merogonie zu beobachtende Intensivierung der Reaktionen spricht für einen Zusammenhang 
der immunreaktiven Oberflächenkomponenten mit der intrazellulären Proliferation und 
Reifung von E. bovis-Meronten. Auch die beobachtete, wirtszellabhängige Graduierung der 
Reaktion passt ins Bild, da die am stärksten reagierenden Zellen (BFGC) zugleich diejenigen 
sind, die die höchste Anzahl von Merozoiten produzieren (siehe Veröffentlichung 5.1). 
Allerdings traten teils deutliche Unterschiede zwischen individuellen, zeitgleich infizierten 
Zellen auf. Da sich E. bovis innerhalb eines Zellrasens nicht synchron entwickelt, könnte 
diese Beobachtung mit unterschiedlichen Reifegraden der Meronten zusammenhängen. Es 
erscheint denkbar, dass ein Zusammenhang mit der rasterelektronenmikroskopisch 
beobachteten Vielfalt der Wirtszelloberfläche nach Infektionen besteht, doch konnte diese 
Frage im Rahmen der hier durchgeführten Versuche nicht beantwortet werden. 
Das zeitliche Auftreten von EbHCSAg auf der Oberfläche infizierter Wirtszellen entsprach 
nicht dem Erscheinen reaktiver Antikörper in primär infizierten Kälbern. Im Gegenteil, weder 
die in der Präpatenz noch in der beginnenden Patenz von E. bovis-infizierten Kälbern 
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gebildeten Antikörper reagierten mit infizierten Zellen in vitro. Frühestens ab 29 Tage p. i., 
also gegen Ende der Patenz und später enthielten die Seren spezifisch reagierende Antikörper. 
Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die Generierung von spezifischen Antiköpern gegen 
diese Oberflächenantigene, im Gegensatz zu zahlreichen anderen Antigenen, offensichtlich 
verzögert einsetzt (vgl. Fiege et al., 1992).  
 
Im Gegensatz zur humoralen Immunreaktion E. bovis primär infizierter Kälber, scheint ein 
direkter Zusammenhang zwischen dem zeitlichen Auftreten von EbHCSAg und der 
Reaktivität von T-Zellen zu bestehen. So konnte eine deutliche erhöhte Proliferationsleistung 
und IFN- -Produktion von PBMC um Tag 8 p. i. beobachtet werden (Hermosilla et al., 1999; 
Taubert et al., 2007). Dies erscheint insbesondere deshalb interessant, da die bei Reinfektion 
entstehende Immunität offensichtlich zellulär und nicht humoral (Fiege et al., 1992) vermittelt 
wird. 
 
Die weiterhin durchgeführten Experimente bestätigen, dass die fraglichen EbHCSAg 
tatsächlich auf der Oberfläche der Wirtszelle auftreten und parasitären Ursprungs sind. 
Anhand der immunelektronmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 
E. bovis-spezifische Antikörper an Komponenten auf der Zelloberfläche banden (siehe 
Veröffentlichung 5.7). Diese Studien erbrachten keine Hinweise auf „knob“-ähnliche 
Veränderungen wie sie z. B. bei P. falciparum-infizierten Erythrozyten auftreten 
(zusammenfassend bei Wickham et al, 2000). Im Falle von E. bovis schien das EbHCSAg 
eher homogen auf der Wirtszelloberfläche verteilt zu sein. Um die EbHCSAg näher zu 
charakterisieren, wurden unterschiedliche chemische Oberflächenbehandlungen infizierter 
Zellen durchgeführt. 
Die EbHCSAg waren von der Wirtszellwand nicht mit 1 M NaCl abzuspalten, eine 
Behandlung, die die Unterscheidung zwischen peripheren und integralen Membranproteine 
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ermöglicht (Thomas und McNamee, 1990). Es kann somit gefolgert wurden, dass diese 
Antigene eher in die Zellmembran integriert sind.  
Ohne Effekte blieb auch die Behandlung mit Phospholipase C. Die EbHCSAg inserieren 
demnach wahrscheinlich nicht über GPI-Anker in der Wirtszellemembran. Eine solche 
Verankerung ist zwar bisher auch bei anderen Apicomplexa, z. B. Plasmodien (vgl. Gowda, 
2002) bekannt, die Frage war jedoch von grundlegenden Interesse, da GPIs sich grundsätzlich 
in Homogenaten von E. bovis-Merozoiten (Zahner und Schwarz, pers. Mittlg.) und anderen 
Apicomplexa (Manger et al., 1998) nachweisen lassen und diese Strukturen ein hohes 
pathogenes Potential besitzen (Gowda, 2002, Debierre-Grockiego et al., 2003). Die 
Ergebnisse der Phospholipase C-Behandlung sprechen weiterhin dagegen, dass 
Phosphylcholin (PC)-haltige Antigene einen wesentlichen Bestandteil der EbHCSAg stellen. 
PC-haltige Antigene wurden bei E. bovis bereits beschrieben und waren offensichtlich in 
Mikronemen besonders stark vertreten (Heise et al., 1999).  
Die Behandlung mit CHAPS als zwitterionischem Detergens hatte ebenfalls keinen Einfluss 
auf die Oberflächenantigenität infizierter Wirtszellen. Dagegen wurde mit nicht-ionischen 
Detergentien eine partielle, sich in einer generell abgeschwächten Fluoreszenz im IIFT 
äußernden Extraktion der EbHCSAg erreicht (siehe Veröffentlichung 5.7). Die letzteren 
Ergebnisse erlauben jedoch keine Aussage darüber, ob aus der Gesamtheit der EbHCSAg 
einzelne Antigene extrahiert wurden oder ob ganze Gruppen von Antigenen betroffen waren. 
Da unter Anwendung von Proteinase K ein deutlicher Effekt eintrat, spricht dies letztendlich 
dafür, dass es sich bei EbHCSAg um Proteine handelt, oder dass sie zumindest mit 
Proteinstrukturen assoziert sind.  
Die vergleichende Studie der ungereinigten und an Merozoiten I und Sporozoiten 
affinitätsgereinigten Immunseren zeigten interessante Spezifitäten auf. Während die 
ungereinigten Immunseren an die Oberfläche beider Parasitenstadien banden, beschränkte 
sich die Reaktion der affinitätsgereinigten Antikörper auf Merozoiten-Antigen (siehe 
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Veröffentlichung 5.7). Demnach scheint es sich bei EbHCSAg um Merozoiten-spezifische 
Antigene zu handeln, die nicht auf Sporozoiten vorkommen. Bei Methanol-fixierten Parasiten, 
also solchen Stadien, bei denen die inneren Strukturen Antikörpern zugängig waren, ergaben 
sich gleichermaßen eindeutige Unterschiede: das ungereinigte Immunserum erfasste bei 
Sporozoiten unter Aussparung der refraktilen Körperchen das gesamte Zellinnere, während 
affinitätsgereinigte Antikörper mit Sporozoiten nicht reagierten. Im Falle der Merozoiten 
beschränkte sich die Bindung der gereinigten Antikörper auf den Bereich apikal des 
Zellkerns. Dieses Reaktionsbild könnte auf die Erfassung von Mikronemen von E. bovis 
schließen lassen. Diese Vermutung wurde durch immunelektronenmikroskopische 
Untersuchungen bestätigt. Neben Mikronemen banden die Antikörper zusätzlich an Antigene 
der Dichte Granula. Diese Ergebnisse sprechen insgesamt für eine ausgeprägte, organell-
spezifische Expression sowie für eine deutliche Stadienspezifität der EbHCSAg. 
 
Die Beobachtung, dass die refraktilen Körperchen der Sporozoiten von ungereinigten 
Immunseren nicht erfasst wurden, ist in ihrer Bedeutung schwer bewertbar. Abrahamsen et al. 
(1994a, b) berichteten, dass E. bovis-Antigene (Eb-25/50) aus den refraktilen Körperchen in 
der Lage sind, die PV zu durchwandern und sich im Zytosol der Wirtszelle verteilen. Da aber 
reife Merozoiten I, welche vermutlich EbHCSAg synthetisieren, keine Transkripte von Eb-
25/50 aufweisen (Abrahamsen et al., 1994) sollten diese Antigene keine entscheidende 
Komponente von EbHCSAg darstellen.  
Anhand der IIFT- und immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten als 
intrazelluläre Bindungsstellen der affinitätsgereinigten Antikörper Mikronemen und Dichte 
Granula der E. bovis-Merozoiten I identifiziert werden. Proteine der Dichte Granula von 
Eimeria spp. werden eher in der Spätphase der Merogonie synthetisiert, in die PV abgegeben 
und sind z. T. in dem sog. tubulo-retikulärem Netzwerk in der Vakuole und 
Vakuolenmembran lokalisiert (Dubremetz et al., 1998, Blackman und Bannister, 2001, 
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Sibley, 2003). Insbesondere Studien über das sog. Dichte Granula RESA Antigen von 
P. falciparum (Pf 155), welches auch auf der Erythrozytenoberfläche vorkommt (Aikawa et 
al., 1990), könnten ein indirekten Hinweis dafür geben, dass einige der EbHCSAg in den 
Dichte Granula synthetisiert werden und anschließend an die Oberfläche der Wirtszelle 
gelangen. 
 
Bezüglich der Funktion der EbHCSAg im Verlauf einer E. bovis-Infektion kann zur Zeit nur 
spekuliert werden. Sie sind sicherlich nicht mit den var-Antigenen bei P. falciparum (siehe 
Craig und Scherf, 2001) oder den ves-Antigenen von Babesien (zusammenfassend bei Allred 
et al., 2000) gleichzusetzen, da diese Antigene als sog. Adhäsionsantigene gelten und eher 
über ihre Variabilität in der Evasionsstrategie dieser Blutsparasiten eine Rolle spielen. So 
scheint auch die Beteiligung von EbHCSAg bei der humoralen Immunantwort als eher 
unwahrscheinlich, da spezifisch gegen EbHCSAg gerichtete Antikörper erst am Ende der 
Patenz der Rinderkokzidiose beobachtet werden und die humorale Immunantwort insgesamt 
nicht protektiv ist (Fiege et al., 1992). Es wäre von besonderem Interesse zu untersuchen, ob 
Peptide der EbHCSAg an MHC-I-Molekülen gebunden werden und somit bei der CD8
+
-
vermittelten Immunantwort im Verlauf der Reinfektion eine Rolle spielen könnten. Die 
Ergebnisse dieser Studie lassen insgesamt jedoch vermuten, dass die sehr stadienspezifischen 
Parasitenmoleküle aus Mikronemen und Dichte Granula neue, noch unbekannte Funktionen 
bei der Immunantwort gegen E. bovis innehaben könnten. 
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4.10 Erfassung von MHC-Molekülen auf Eimeria bovis-infizierten Endothelzellen 
 
4.10.1 Etablierung eines Testsystems zur simultanen Erfassung von MHC-
Molekülen und intrazellulären E. bovis-Sporozoiten bei bovinen Endothelzellen 
In den erarbeiteten in vitro-Systemen war es nicht möglich, mit Zellrasen zu arbeiten, die zu 
annähernd 100 % infiziert waren. Um jedoch die Expression der MHC-Moleküle jeweils 
infizierten oder nicht-infizierten Zellen zuordnen zu können und somit Analysen auf 
Einzelzellebene durchzuführen, bedurfte es eines adäquaten Testsystems. Dazu wurde ein 
fluoreszenzbasiertes System etabliert, bei dem mittels FACS-Analysen sowohl die 
Oberflächenexpression von MHC-Molekülen als auch intrazelluläre Sporozoiten simultan 
erfasst werden konnten. Zur Färbung der Sporozoiten wurde der membran-durchlässige 
Farbstoff 5(6)-Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFSE) verwendet, der die 
Eigenschaft besitzt, bei der Zellteilung auf die nächste Generation übertragen zu werden und 
sich somit z. B. für Langzeitfärbungen und zur Verfolgung bestimmter 
Lymphozytenpopulationen in vitro und in vivo eignet (Lyons and Parish, 1994, Lyons, 2000, 
Becker et al., 2004). In Vortests konnte gezeigt werden, dass diese Färbung mit diesem 
Farbstoff keinen nachteiligen Effekt auf Vitalität oder Infektiosität der Sporozoiten hat. Die 
CFSE-Färbung wurde auch erfolgreich zur Bestimmung von Infektionsraten für Studien zur 
Interaktion zwischen Parasit und Wirtszelle bei C. parvum und C. hominis verwendet (Feng et 
al., 2006). 
Die Quantifizierung der Infektionsraten bei E. bovis-infizierten BUVEC wurde durch die 
Färbung mit CFSE erheblich erleichtert. Mit CFSE-Sporozoiten infizierte BUVEC konnten 
schnell und reproduzierbar über FACS-Analysen von nicht-infizierten Zellen unterschieden 
werden (siehe Veröffentlichung 5.8). Die CFSE-Sporozoiten behielten ihre Fähigkeit zur 
„gliding motility“, welche Voraussetzung für die Invasion der Wirtszelle ist, und entwickelten 
sich zudem zu reifen fluoreszierenden Makromeronten bis zum 22. Tag p. i. (siehe 
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Veröffentlichung 5.8). In Übereinstimmung zu unseren Ergebnissen wurde die „gliding 
motility“ der Sporozoiten von Cryptosporidium spp. durch CFSE-Färbung ebenfalls kaum 
beeinträchtigt (Feng et al., 2006). Die „gliding motility“ der CFSE-Sporozoiten von E. bovis, 
konnte auch indirekt in Form von fluoreszierenden Spuren auf dem überwandertem 
Untergrund nachgewiesen werden. Da insbesondere die sog. MIC-Proteine an der 
Fortbewegung von Sporozoiten beteiligt sind (Soldati et al., 2004), könnte dies als Hinweis 
auf die Färbung solcher Proteine mit CFSE gewertet werden. 
Sowohl in CFSE-gefärbten Sporozoiten als auch in sich entwickelnden Trophozoiten waren 
die refraktilen Körperchen besonders stark gefärbt. Im apikalen Bereich der Parasiten ließ sich 
eher eine abgeschwächte, diffuse Fluoreszenz nachweisen, die aller Wahrscheinlichkeit nach 
auch Mikronemen anfärbte. In reifenden und reifen E. bovis-Makromeronten waren 
insbesondere in der Peripherie dieser Stadien kleine, rundliche fluoreszierende Strukturen zu 
erkennen. Die refraktilen Körperchen bei Eimeriidae sind die prominentesten Organellen der 
Sporozoiten. Analysen zum Proteom dieser Organellen bei Eimerien belegen, dass sie als 
Reservoir für eine Vielzahl von Proteinen, u. a. für solche, die für dieWirtszellinvasion 
benötigt werden, dienen (de Venevelles et al., 2006). Im Zuge der ersten Merogonie von 
Eimeria spp. kommt es zu einer Größenabnahme der refraktilen Körperchen (Doran, 1982). 
Dies könnte einerseits durch die Freisetzung von refraktilem Material bedingt sein, 
andererseits wurde das Abschnüren von bläschen-ähnliche Strukturen beobachtet (Doran, 
1982, Danforth und Augustine, 1989), was eine Erklärung für die charakteristisch peripher-
vesikuläre CFSE-Färbung bei E. bovis-Meronten bieten könnte (siehe Veröffentlichung 5.8). 
Die fehlende Färbung der reifen Merozoiten I liegt vermutlich der starken Replikation der 
Parasiten und dem damit verbundenen Verdünnungseffekt des Farbstoffes zugrunde. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die CFSE-Färbung nicht nur die Darstellung der 
Parasiten sondern auch die Differenzierung von infizierten und nicht-infizierten Zellen durch 
Methoden wie die FACS-Analyse vereinfacht. Die Bestimmung der Infektionsraten in vitro 
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wurde durch diese Technik enorm vereinfacht und erlaubte zudem phenotypische Studien der 
parasitierten Wirtszelle.  
 
 
4.10.2 Charakterisierung der MHC-Expression und -Transkription bei 
Eimeria bovis-infizierten Zellen 
Mit Hilfe des unter 4.10.1. beschriebenen Testsystems wurde der Simultannachweis von 
entweder MHC-I- oder MHC-II-Molekülen und intrazellulären CFSE-Sporozoiten in BUVEC 
durchgeführt. Bei diesen Versuchen konnte die Anwendbarkeit der CFSE-Technik klar 
gezeigt werden, deutliche Unterschiede zwischen infizierten und nicht-infizierten BUVEC 
konnten im Verlauf der Infektion jedoch nicht beobachtet werden. Von anderen Apicomplexa 
ist dagegen bekannt, dass sie sehr effizient die MHC-Expression der parasitierten Zelle 
hemmen können. So konnte bei mit T. gondii-infizierten Wirtszellen eine deutlich 
verminderte MHC-Expression beoboachtet werden (Lüder et al., 1998, 2001, 2003). Aber 
auch bei nicht-apikomplexen Protozoen, wie Leishmania amazonensis, wurde eine reduzierte 
MHC-Expression in befallenen Makrophagen beobachtet (Courret et al., 2001). 
 
Für Untersuchungen an E. bovs-infizierten Zellen wurden zwei BUVEC-Isolate mit drei 
unterschiedlichen Infektionsdosen infiziert und bis zum 14 Tag p. i. analysiert. Die MHC-I- 
und MHC-II-Expression von E. bovis-infizierten BUVEC erschien im Verlauf der ersten 
Merogonie kaum verändert. Allenfalls konnte eine tendenzielle Zunahme der Dichte der 
MHC-Moleküle pro Zelle über den gesamten Untersuchungszeitraum beobachtet werden 
(siehe Veröffentlichung 5.8). Bei der Infektionsdosis von 7.5 x 10
5
/Flasche wurde eine leicht 
erhöhte Fluoreszenzintensität für die mit anti-MHC-konjugiertem APC-Antikörpern 
markierten BUVEC gemessen im Vergleich zu nicht-infizierten BUVEC (siehe 
Ergebnisse und Diskussion 
 97 
Veröffentlichung 5.8). Diese moderate Zunahme der MHC-Expression in infizierten BUVEC 
(7.5 x 10
5
 Sporozoiten/Flasche) konnte in weiteren BUVEC-Isolaten bestätigt werden. 
Weiterhin wurden Studien unternommen, um die Transkription der MHC-I- und MHC-II-
Gene im Verlauf der ersten E. bovis-Merogonie in BUVEC in vitro zu erfassen. Zu diesem 
Zweck, wurden drei verschiedene BUVEC-Isolate mit 2.5 x 10
5
 Sporozoiten infiziert. Auch 
auf Transkriptionsebene ließen sich für beide Gene eine leichte Zunahme feststellen, wobei 
die höchsten Werte der MHC-I-Gentranskription in der Frühphase gemessen wurde (12 h p. 
i.). Danach blieb die Gentranskription bis 3 Tage p. i. auf einem höheren Niveau im Vergleich 
zu nicht-infizierten Kontrollen (siehe Abb. 11). Bei der MHC-II-Gentranskription wurde erst 
gegen Mitte bis Ende (8-14 Tag p. i.) der Merogonie eine moderate Hochregulation 
beobachtet (Abb. 11B).  
 
In einer weiteren Studie wurde der Einfluss von IFN- , dass zuvor als potenter Induktor 
beider MHC-Moleküle auch im bovinen System bestätigt wurde, bei einer E. bovis-Infektion 
auf die MHC-Gentranskription überprüft. Dazu wurden drei unterschiedliche BUVEC-Isolate 
4 h p. i. mit unterschiedlichen Dosen IFN-  stimuliert und mittels Realtime RT-PCR die 
Transkription der MHC-I- und II-Gene untersucht. Verglichen mit den nicht-infizierten 
Kontrollen kam es jedoch in keinem Fall zu einer signifikanten Beeinflussung der IFN- -
induzierten MHC-Gentranskription durch E. bovis (siehe Abb. 12)  
Die hier dargestellten Ergebnisse auf Transkriptionsebene bestätigen die bereits in 
Veröffentlichung 5.8 vorgestellten Daten, die besagen, dass es im Zuge einer E. bovis-
Infektion in vitro eher zu einer Zunahme als zu einer Abnahme der MHC-Expression kommt. 
Damit scheint die Beeinflussung der MHC-Moleküle durch E. bovis nicht in einem 
Zusammenhang mit einer Immunevasion zu stehen. Interessanterweise konnte auch im Falle 
einer T. gondii-Enzephalitis in CD200
-
/
-
-Mäusen nicht nur eine Zunahme der Mikroglia-
Aktivitäten festgestellt werden, die sich in einer erhöhten TNF- und iNOS-Produktion 
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äußerte, sondern auch eine erhöhte MHC-II-Expression auf der Oberfläche dieser Zellen 
belegt werden (Deckert et al., 2006). Auch bei Protozoen aus dem Stamm der Euglenozoa 
liegen Berichte zur Hochregulation von MHC-Molekülen vor, insbesondere bei Leishmania 
spp. Histopathologische Befunde in Lymphknoten von Hunden mit einer viszeralen 
Leishmaniose zeigten, dass es bei Lymphozyten aus dieser Region zur Hochregulation der 
MHC-II-Expression kommt (Giunchetti et al., 2007). Auch bei viralen Infektionen, wie z. B. 
einer Coronavirus verursachte Encephalomyelitis wurde eine Induktion der MHC-II-
Expression in befallenen Gliazellen beobachtet. Die Autoren mutmaßen, dass die Konsequenz 
dieser Hochregulation in einer effizienteren T-Lymphozyten-Aktivierung liegen könnte 
(Hamo et al., 2007). Diese Virus-induzierte MHC-II-Hochregulation führte zur Retention von 
Astrozyten und Mikrogliazellen am Infektionsort. Insbesondere Astrozyten zeigten nach der 
Coronavirus-Infektion eine phänotypische Hochregulation von MHC-I im Gegensatz zu 
Mikroglia im ZNS (Hamo et al., 2007). Dies verdeutlicht, dass im Zuge unterschiedlicher 
Infektionen sehr variable MHC-Modulationen vorkommen und somit auch der Ausgang der 
Immunantwort variieren kann. 
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Abb. 11 Transkription der MHC-I- und MHC-II -Gene im Verlauf einer Eimeria 
bovis Infektion in BUVEC. Drei unterschiedliche BUVEC-Isolate wurden mit 2,5 x 10
5
 
Sporozoiten infiziert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten p. i. wurde Total-RNA gewonnen, 
in cDNA revers transkribiert und mittels Realtime RT-PCR unter Einsatz spezifischer 
TaqMan®-Sonden und Primern für die MHC-I- und MHC-II-Gene untersucht. 
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Abb. 12 Transkription der MHC-I- und MHC-II-Gene in Eimeria bovis 
infizierten BUVEC nach Stimulation mit bovinem rekombinantem IFNγ. Drei 
unterschiedliche BUVEC-Isolate wurden 4 h p. i. mit unterschiedlichen Dosen IFNγ 
(100 U/ml, 1000 U/ml) stimuliert. 6 h nach Stimulation wurde Total-RNA gewonnen, 
in cDNA revers transkribiert und mittels Realtime RT-PCR unter Einsatz spezifischer 
TaqMan®-Sonden und Primern für die MHC-I- und MHC-II-Gene untersucht. 
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4.11 Eimeria bovis moduliert die Apoptosefähigkeit der Wirtszelle 
Mit den in Veröffentlichung 5.9 vorgestellten Experimenten sollte überprüft werden, ob 
E. bovis die Apoptosefähigkeit der Wirtszelle negativ beeinflussen kann, wie es für andere 
intrazelluläre Parasiten wie T. gondii (Goebel et al., 1999, Lüder und Gross, 2005), 
N. caninum (Nishikawa et al., 2002), C. parvum (Chen et al., 2001, Mele et al., 2004), 
Plasmodium spp. (Doolan und Hoffman, 2000, Van de Sand et al., 2005) und Theileria parva 
(Heussler et al., 2001) beschrieben wird. Auch im Falle der naheverwandten Arten E. tenella 
und E. necatrix beim Huhn wurde eine Hemmung der Apoptosefähigkeit von infizierten 
Epithelzellen in vivo belegt (Del Cacho et al., 2004).  
Während der in vitro-Kultur von E. bovis-Sporozoiten in BUVEC haben wir insbesondere bei 
der Verwendung von hohen Infektionsdosen wiederholt beobachtet, dass es unter dem Stress 
der Infektion zu einem vermehrten Absterben von BUVEC kommt. Dabei sind jedoch in 
erster Linie nicht-infizierte Zellen betroffen; infizierte Zellen überleben i. d. R. zu einem 
hohen Prozentsatz und der Parasit entwickelt sich normal weiter. Zum Teil ist das Absterben 
der Zellen so dramatisch, dass nur noch infizierte Zellen in den Zellkulturflaschen verbleiben 
und erst später wieder von nicht-infizierten Zellen umwachsen werden. Zur 
Veranschaulichung siehe Abb. 13 und Veröffentlichung 5.9. 
 
 
 
 
Abb. 13 In vitro-Entwicklung von Eimeria bovis in BUVEC im Hinblick auf Apoptose-
Hemmung. (A) intakter Zellrasen nicht-infizierter Zellen, (B) mit Sporozoiten infizierte Zellen einen 
Tag p. i.; der Zellrasen ist intakt, (C) infizierte Zellen 18 Tage p. i.; vermehrtes Absterben 
(eingekreist) der die infizierten Zellen (*) umgebenden, nicht-infizierten Zellen, (D) Bildung von 
Agglomeraten infizierter, merontentragenden Zellen (20 Tage p. i.), (E) vereinzelte infizierte, 
merontentragende Zellen (20 Tage p. i.), (F) langames Auswachsen nicht-infizierter Zellen zwischen 
infizierten, merontentragenden Zellen (*, 22 Tage p. i.), (G) zunehmende Vervollständigung des 
neuen Zellrasens (24 Tage p. i.), (H) Platzen eines reifen Meronten mit Freisetzung von Merozoiten 
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In den Experimenten zur Apoptose-Inhibition (siehe Veröffentlichung 5.9) sollten 
ursprünglich BFGC, BUVEC und VERO als Wirtszellen verwendet werden. Es stellte sich 
jedoch bei der Ermittlung optimaler Apoptoseinducerkonzentrationen und -Inkubationszeiten 
heraus, dass BUVEC extrem empfindlich und nicht-reproduzierbar auf Behandlungen dieser 
Art reagierten und für diese Zellen somit kein reproduzierbares Testsystem etabliert werden 
konnte. In Folge beschränkten sich die entsprechenden Versuche auf BFGC- und VERO-
Zellen (hier dringt der Sporozoit von E. bovis ein, entwickelt sich aber nicht weiter, vgl. 
Veröffentlichung 5.1). In Nativ-Untersuchungen sowie in TUNEL-Assays zeigte sich, dass 
E. bovis die Apoptosefähigkeit infizierter BGFC- und VERO-Zellen in Reaktion auf 
Actinomycin D, Colchicin oder Cytochalasin B grundsätzlich hemmt (siehe 
Veröffentlichung 5.9).  
Bestrebungen, eine E. bovis-induzierte Beeinflussung der Frühapoptose über Annexin V 
nachzuweisen, scheiterten. Der Nachweis von Annexin V ist in dieser Hinsicht ein 
anerkanntes Verfahren, bei dem die im Rahmen der Frühapoptose auf die Oberfläche der 
Zelle translozierten Phosphatidylserine von Annexin V mit hoher Affinität gebunden werden. 
Es wurde versucht, dieses Verfahren auf E. bovis-infizierte BFGC, bei denen über Colchicin, 
Actinomycin D oder Cytochalasin Apoptose induziert wurde, anzuwenden. Bereits bei der 
Etablierung der Positiv- und Negativ-Kontrollen tauchten Probleme in dem Sinne auf, dass 
immer alle untersuchten Proben positiv waren. Entsprechend konnte den Befunden E. bovis-
infizierter Zellen kein Glauben geschenkt werden. Auch die intensive Austestung von 
Annexin V-Proben unterschiedlicher Hersteller, die mit unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert waren (Alexa 488; FITC), brachte keine maßgebliche 
Verbesserung der Ergebnisse.  
Um den molekularen Mechanismus der E. bovis-induzierten Apoptosehemmung detaillierter 
zu klären, wurden einige in den Signalkaskaden involvierte Proteine untersucht. Leider 
mussten die Untersuchungen wegen mangelnder Verfügbarkeit von Antikörpern im bovinen 
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System auf wenige Moleküle beschränkt werden. Für bovine Zellen standen letztendlich nur 
kreuzreagierende Antikörper aus dem Humansystem gegen c-FLIP, Bcl-2 und c-IAP1 zur 
Verfügung (vgl. Heussler et al., 2001). Während c-FLIP die Caspase 8-Aktivität unterbindet 
(Thome und Tschopp, 2001) ist c-IAP1 in der Lage, die Effektor-Caspasen-3, -6, -7 und -9 
effizient zu blocken (Küenzi et al., 2003). Bcl-2, welches die Freisetzung von Cytochrom C 
aus Mitochondrien blockiert, kann den sog. endogenen Weg der Apoptose inhibieren.  
Die Arbeiten mit diesen monoklonalen Antikörpern gegen die obengenannten inhibitorischen 
Proteine der Apoptosekaskade lieferten eindeutige Ergebnisse. In konfokalmikroskopischen 
Untersuchungen zeigte sich, ähnlich wie bei T. parva (Küenzi et al., 2003), eine vermehrte 
Expression von c-IAP1 und c-FLIP in E. bovis-infizierten Zellen verglichen mit nicht-
infizierten Kulturen (siehe Veröffentlichung 5.9). Dagegen konnte die Bcl-2-Expression in 
den unterschiedlichen Wirtszellsystemen nicht nachgewiesen werden. Die Quantifizierung der 
Fluoreszenzintensität auf Einzelzellebene (infizierte und nicht-infizierte Zellen) ergab eine 
signifikante (P < 0.005) Zunahme für c-IAP1 und c-FLIP in E. bovis-infizierten Zellen. Über 
Westernblotanalysen konnte diese Beobachtung zumindest für c-FLIP verifiziert werden. So 
war in E. bovis-infizierten BFGC an den Tagen 2, 3, 5 und 6 p. i., die c-FLIP-Expression 
verstärkt (siehe Veröffentlichung 5.9). 
Des Weiteren wurden E. bovis-infizierte BFGC und VERO-Zellen hinsichtlich der Expression 
der Kaspasen 3, 8, 9 und bezüglich Cytochrom C (damit wäre dann der dritte und letzte Weg 
der Signalkaskade der Apoptoseregulation abgedeckt) bearbeitet. Hier konnte bei E. bovis-
infizierten und über Cytochalasin B Apoptose-induzierten VERO-Zellen eine verminderte 
Caspase 3-Aktivität verglichen mit nicht-infizierten Kontrollen nachwiesen werden (siehe 
Veröffentlichung 5.9). Somit deuten alle bisherigen Ergebnisse eindeutig auf eine 
parasiteninduzierte Hemmung der Apoptosefähigkeit der Wirtszelle hin. 
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Insgesamt verdeutlichen die genannten Befunde, dass E. bovis über die Induktion von c-IAP1 
und c-FLIP in unterschiedliche Wege der Signalkaskade inhibitorisch einwirkt. Über die 
induzierte c-IAP1-Expression beeinflusst E. bovis aktiv den Fas/Fas-Ligand-abhängigen Weg 
über die Blockade der Kaspasen 3, 6, 7 und 9 (Heussler et al., 2001, Küenzi et al., 2003) und 
kann somit die Apoptose effizient unterbinden. Durch die parasiteninduzierte c-FLIP-
Expression dagegen kann E. bovis zusätzlich auf dem Niveau des sog. „death receptors“ aktiv 
eingreifen und die Kaspase 8 inhibieren (Thome und Tschopp, 2001).  
Eine Ko-Expression von c-IAP1 und c-FLIP wurde auch in T. parva-infizierten 
T-Lymphozyten beschrieben (Küenzi et al., 2001) und die Beteiligung von NF- B bei der 
Regulation dieser Expression bewiesen (Palmer et al., 1997). Ob aber die Beeinflussung von 
NF- B bei E. bovis-infizierten Wirtszellen eine entscheidende Rolle spielt, ist noch unklar. 
Die Tatsache, dass eine Aktivierung von NF- B auch bei E. tenella- und E. necatrix-
Meronten-tragenden Epithelzellen in vivo gezeigt wurde (Del  Cacho et al., 2004), könnte ein 
Hinweis auf einen, bei Eimeria spp. allgemein gültigen Mechanismus sein. Obwohl wir 
keinen Effekt auf den dritten, „inneren“ Weg der Kaskade über Bcl-2 nachweisen konnten, ist 
nicht auszuschließen, dass der Parasit auch diesen Signalweg über die Beeinflussung anderer, 
hier nicht untersuchter Proteine moduliert. 
Andere apikomplexe Parasiten, wie z. B. T. gondii und C. parvum, beeinflussen die 
Apoptosefähigkeit ihrer Wirtszelle auf verschiedenen Ebenen (zusammenfassend bei Lüder et 
al., 2001), so z. B. auch für die Freisetzung der Merozoiten über Induktion der 
Wirtszellapoptose. In einem vergleichbaren Zusammenhang könnte die Hemmung von anti-
apoptotischen Faktoren, wie z. B. von Bcl-xL gegen Ende der E. tenella- und E. necatrix-
Merogonie zu bewerten sein, da die Induktion der Apoptose zu diesem Zeitpunkt der 
Entwicklung evtl. die Freisetzung der Merozoiten beschleunigen könnte (Del Cacho et al., 
2004). Die an E. bovis durchgeführten Untersuchungen beschränkten sich auf die 
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Anfangsphase der ersten Merogonie (1-6 Tag p. i.), daher können zu diesem Aspekt keine 
Aussagen gemacht werden. 
 
Die Hemmung der Apoptosefähigkeit der Wirtszelle könnte einerseits eine wichtige 
Evasionsstrategie für E. bovis darstellen um gezielt Angriffen der Immunantwort des Wirtes 
zu entkommen, da apoptotische Zellen insbesondere von Phagozyten erkannt und eliminiert 
werden (Williams, 1994). Andererseits erscheint es essentiell, über diesen Mechanismus die 
mit der Entwicklung verbundene Wirtszellvergrößerung zu ermöglichen. Es ist belegt, dass 
Zellstress als wichtiger Induktor der Zellapoptose gilt (Van de Sand et al., 2005). Die 
Umfangsvermehrung (> 250 m) der Wirtszelle im Reifungsprozess der Makromeronten 
sollte einen nicht unbedeutenden Stressfaktor darstellen. Die TUNEL-Assay-Ergebnisse 
verdeutlichen, dass E. bovis-befallene Zellen im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen vor der 
Induktion der Apoptose geschützt waren. Bei T. gondii-infizierten Zellen wurde ähnliches 
beobachtet; auch hier war die Resistenz der Zellen gegenüber Apoptose-Induktoren erhöht 
(Nash et al., 1998, Goebel et al., 1999).  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
Voraussetzung für hier durchgeführte Untersuchungen, war die Etablierung einer in vitro-
Kultur für E. bovis. Die erarbeiteten Kulturen unter Einbeziehung von primären bovinen 
Endothelzellen (BUVEC, BAEC, BSLEC) sowie bovinen Epithelzellen aus dem Darm 
(BFGC, BCEC) liessen sich dosiert infizieren und erlaubten die Entwicklung des Parasitens 
bis zum Abschluss der ersten Merogonie unter Bildung von reifen Makromeronten. 
Beobachtungen zu sich ablösenden, unreife Meronten lassen auf eine mögliche 
Verbreitungsstrategie des Parasitens schließen. Die Entwicklung zum Makromeronten 
entspricht etwa der, die in vivo zu beobachten ist. Die immense Vergrößerung der Wirtszelle 
(> 250 µm) wird dabei offensichtlich von einer parasiten-induzierten Umgestaltung des 
Wirtszellzytoskeletts (u. a. Aktinfilamente und Mikrotubuli) getragen. In BFGC-Kulturen 
konnte zudem gelegentlich die vollständige Entwicklung der Parasiten bis zur Produktion von 
Oozysten beobachtet werden. In BCEC-Kulturen fand die zweite Merogonie statt.  
 
Auf der Oberfläche von Makromeronten-tragenden Wirtszellen wurden erstmalig 
merozoitenspezifische, immunreaktive Komponenten ab dem Tag 7 p. i. nachgewiesen. 
Obwohl ihre Rolle bisher noch völlig unklar ist, lassen unsere Daten vermuten, dass diese 
stadienspezifischen Komponenten aus Mikronemen und Dichte Granula stammen und noch 
unbekannte Funktionen bei der Entwicklung einer protektiven Immunantwort haben könnten. 
 
E. bovis-Sporozoiten besiedeln mit Endothelzellen hochreaktive Wirtszellen, die ein breites 
Spektrum an pro-inflammatorischen und immunmodulatorischen Molekülen synthetisieren 
können. Eine erfolgreiche Entwicklung unter diesen Bedingungen setzt hochangepasste 
Invasions- und Evasionsstrategien von E. bovis voraus. In diesem Zusammenhang konnte 
gezeigt werden, dass E. bovis-Sporozoiten, anders als Merozoitenstadien, über einen 
alternativen Invasionsmechanismus verfügen, der es ihnen ermöglicht, ohne Ausbildung einer 
Zusammenfassung 
 215 
PV durch Zellen zu migrieren. Theoretisch könnte diese Art der Zellinvasion freien E. bovis- 
Sporozoiten auf ihrer komplexen Wanderung von der mukosalen Oberfläche zu den 
tiefergelegenen Lymphendothelzellen dienen.  
 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass E. bovis-Sporozoiten sowie T. gondii- und 
N. caninum-Tachyzoiten bis zu 24 h p. i. nach der Zugabe von Kalzium-Ionophor A23187 
zum Egress aus der Wirtszelle stimuliert werden können. Jedoch ergaben sich 
parasitenspezifische Unterschiede in der Freisetzung der Merozoiten aus reifen Meronten 
nach der Applikation dieses Ionophores. Der Egress aller drei hier verwendeten 
Kokzidienarten ließ sich nicht durch die Zugabe von Protease-Inhibitor E64 hemmen, wie 
zuvor bei Plasmodium beschrieben. Die stadienspezifische Fähigkeit zum Egress spielt 
vermutlich eine wichtige Rolle bei der erfolgreichen Besiedlung von Wirtszellen. Inbesondere 
scheinen früh eingedrungene Parasiten diese Möglichkeit zu nutzen, um einem adversen 
intrazellulären Mileu zu entkommen. 
 
Die Reaktionen infizierter Endothelzellen als Wirtszelle selbst können unter den Komplex der 
nicht-adaptativen Immunreaktionen eingestuft werden. In der Zusammenfassung zeigen alle 
bisherigen Studien am Endothel, dass E. bovis in der frühen Phase der Entwicklung zum 
Makromeronten im Vergleich mit den rasch proliferierenden Arten T. gondii und N. caninum 
in einem geringeren Maß befallene Endothelzellen aktiviert, wenn nicht sogar hemmend auf 
diese Wirtszelle einwirkt. Das Ausmaß der Expression sowohl von Adhäsionsmolekülen (E- 
und P-Selektin, ICAM-1, VCAM-1) als auch der resultierenden Adhäsion von PMN blieb im 
Vergleich zu T. gondii und N. caninum schwächer, was insgesamt als Teil einer möglichen 
Evasionsstrategie gedeutet werden kann. Es ließ sich zudem zeigen, dass E. bovis sowohl die 
Transkription der entsprechenden Gene als auch die PMN-Adhäsion nach Stimulation mit 
TNF-  negativ beeinflussen kann. Eine Modulation der MHC-Expression im Verlauf der 
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ersten Merogonie in infizierten Endothelzellen, scheint bei dagegen E. bovis im Gegensatz zu 
anderen Apicomplexa keine Rolle zu spielen.  
 
Die Beobachtungen insgesamt deuten darauf hin, dass in E. bovis-infizierten Endothelzellen 
alle Reaktionen unterbleiben oder allenfalls auf niedrigem Niveau ablaufen, über die das 
nicht-adaptative Immunsystem aktiviert werden könnte. Damit und in Verbindung mit der 
hier nachgewiesenen Beeinträchtigung der Apoptosefähigkeit E. bovis-infizierter Zellen über 
die Induktion anti-apoptotischer Proteine (c-IAP1, c-FLIP) scheinen offensichtlich 
Voraussetzungen dafür gegeben zu sein, dass sich der Parasit in einem langwierigen Prozess 
zum Makromeronten entwickeln kann.  
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7 SUMMARY 
A prerequisite for the cell- and immunobiological studies concerning parasite invasion and 
immunoreactions against E. bovis was the establishment of an in vitro culture system. Such in 
vitro-systems based on primary bovine endothelial cells (BUVEC, BAEC, BSLEC) as well as 
bovine epithelial cells of the intestine (BFGC, BCEC) were succesfully established. Parasite 
infections could be performed in a dose-dependent manner and the cells allowed the 
development of mature first generation macromeronts. Observations based on the release of 
inmature meronts from cell monolayers might be interpreted as a dissemination strategy of the 
parasite. The development of macromeront formation corresponded to the one seen in vivo. 
The enormous enlargement suffered by the infected host cell (> 250 µm) was combined with 
a rearrangment and significant increase of host cell cytoskeletal elements (amongst others 
actin filaments and microtubules). Occasionally, in infected BFGC cultures the complete 
development of E. bovis was achieved resulting in oocysts formation. In BCEC cultures, the 
second merogony was successfully completed. For the first time merozoite-specific and 
immnunoreactive components were demonstrated at 7 days p. i. on the surface of host cells 
carrying macromeronts. Although the role of parasite-specific suface antigens of E. bovis-
infected cells described here are yet completely unknown, the results of this study suggest 
new functions in the development of protective immunity of these highly stage-specific 
parasite molecules derived from micronemes and dense granules. 
 
Sporozoites of E. bovis must invade highly reactive endothelial host cells, which are able to 
produce a wide spectrum of pro-inflammatory and immunomodulatory molecules. 
A successful parasitic development under such conditions implicate highly adapted invasion 
and evasion strategies of E. bovis. In this context, it was shown that sporozoites of E. bovis, 
but not merozoites, are able to infect host cells by an alternative mechanism of invasion 
without forming a PV and thereby traversing through cells. In theory, this alternative mode of 
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invasion might reflect the complex mechanism used by free sporozoites within the gut when 
migrating from the mucosal surface to the deeper lying lymphatic endothelial host cells. 
 
Furthermore, it was demonstrated that the egress of intracellular sporozoites of E. bovis as 
well as tachyzoites of T. gondii and N. caninum can actively be induced until 24 h p. i. by the 
use of the calcium ionophore A23187. However, parasite-specific differences were observed 
regarding the exit of merozoites from mature meronts after the application of the ionophore. 
The egress of all three coccidian species used in these experiments was not affected by the 
protease inhibitor E64, as previously described for Plasmodium. The stage-specific egress 
capacity of the parasites could be judged as an important mechanism to establish successful 
infection of host cells. In particular, the recently invaded parasites seem to make use of this 
mechanism to escape from an adverse intracellular environment.    
 
Reactions of infected endothelial cells themselves can be judged as innate immune responses. 
In this context, all studies performed so far in the endothelial system indicate that E. bovis 
induce much weaker reactions of host endothelial cells than T. gondii and N. caninum 
infections do, which have direct implications in the outcome of innate immune reactions. The 
extent of expression of adhesion molecules (E- and P-selectin, ICAM-1, VCAM-1), as well as 
the resulting PMN adhesion, was always lower in E. bovis when compared to T. gondii and 
N. caninum, which may be interpreted as a sort of evasion strategy. In the case of E. bovis, the 
effects of TNF-  stimulation on adhesion molecule gene transcription and PMN adhesion was 
efficiently reduced by this parasite.  
 
The modulation of MHC expression, which has been described as an important evasion 
strategy for other apicomplexan parasites, was not observed during the course of E. bovis first 
merogony in infected endothelial cells, meaning that this strategy might not play a role. 
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Overall these observations indicate, that E. bovis-infected endothelial cells do not respond or 
at the most occurring at low levels. Additionally the capacity of E. bovis to inhibit the 
apoptosis of host cells by the expression of anti-apoptotic proteins (cIAP1, c-FLIP) apparently 
seem preconditions for the parasite to assess the enduring devepoment into macromeronts. 
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